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SALDANHA, Maira Garcia. Avaliacao da resposta inflamatodria tecidual de pacientes com
Leishmaniose cutanea recente. 84 f. il. Dissertagdo (Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

RESUMO

Introducio: A leishmaniose cutanea (LC) ¢ a forma clinica mais frequente da leishmaniose
humana, considerada um importante problema de satde no Brasil. A infec¢do por Leishmania
braziliensis induz um amplo espectro de lesdes que pode se manifestar como uma unica lesao
cutanea localizada, geralmente em partes descobertas do corpo. Tem inicio com uma pépula,
caracterizando a leishmaniose cutanea recente (LCR) e, na maioria dos casos, tende a
desenvolver uma ulcera, representando a leishmaniose cutanea classica (LCC). Pacientes com
LCR apresentam um elevado niimero de parasitas na lesdo e, frequentemente, ndo respondem
positivamente a terapia padrao, desenvolvendo a lesdo mesmo apds o tratamento. Objetivo:
Descrever de modo comparativo os aspectos histopatoldgicos na Leishmaniose Cutanea
Recente e Leishmaniose Cutanea Classica. Métodos: Secgdes histologicas obtidas de biopsias
de pele de 15 pacientes com LCR e 28 com LCC, foram coradas em HE e mensuradas as
areas de inflamacdo e necrose nas diferentes fases da doenga. Realizamos imunohistoquimica
para marcagdo de células CD3", CD4", CD8", CD20", CD68" ¢ CDI138". Além disso,
utilizamos a microscopia eletronica de transmissao para identificar morfologicamente as
células, localizar amastigotas nos meios intra e extracelulares e reconhecer possiveis
interacdes celulares. Resultados: Alteragdes na epiderme foram aparentes em ambas as fases
e na derme, foram mais frequentes as células gigantes e os neutréfilos na LCC. O niimero de
amastigotas foi maior na LCR, apresentando o parasita uma morfologia ultraestrutural integra,
sugerindo viabilidade. A inflamacdo conduzida por um variado espectro celular apresentou
uma predominéncia dos linfocitos T CD3", com os subtipos CD4" ¢ CD8", que aumentaram
de acordo com o progresso da doenga. O niimero de macrofagos CD68" foi correlacionado
positivamente ao niimero de amastigotas, nas fases tardias da doenga. Além disso, houve uma
correlagdo positiva entre as células CD68" ¢ o tamanho da lesdo nas fases iniciais e, entre os
macrofagos e a area de necrose, durante todo o curso da doenga. Conclusido: A presenga do
parasita e a extensiva infiltragcao celular, com participacdo efetiva dos macréfagos, provocam
alteragcdes na epiderme e derme, contribuindo para o desenvolvimento da lesdo cutinea e
interferindo na resposta terapéutica.

Palavras-chave:  Leishmaniose  cutinea  recente.  Histopatologia.  Inflamagdo.
Imunohistoquimica.



SALDANHA, Maira Garcia. Evaluation of tissue inflammatory response of patients with
early cutaneous Leishmaniasis. 84 f. il. Dissertagao (Mestrado) — Fundagao Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

ABSTRACT

Introduction: Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common clinical form of human
leishmaniasis induced by L. braziliensis. It i1s considered a major health problem in Brazil.
Leishmania braziliensis infection induces a large spectrum of lesions that can manifest as one
localized skin lesion, usually undressed body parts. It starts with a papule in early cutaneous
leishmaniasis (ECL) clinical manifestation and, in most cases, tends to develop an ulcer, in
the late cutaneous leishmaniasis (LCL). ECL patients have a high number of parasites in the
lesion, and often do not respond to standard therapy, developing the lesion even after
treatment. Aim: To describe comparative the histopathological aspects of early cutaneous
leishmaniasis compared to late ulcerated cutaneous leishmaniasis. Methods: Histological
sections of skin biopsies from 15 ECL patients and 28 LCL, were stained with HE and
measured areas of inflammation and necrosis in the different stages of the disease. We
performed immunohistochemical for CD3*, CD4", CD8", CD20", CD68" and CD138". In
addition, we used transmission electron microscopy to identify the cells morphologically, to
locate amastigotes in intra and extracellular and to recognize possible cellular interactions.
Results: Changes in the epidermis are apparent in both phases. In the dermis chronic
inflammation with giant cells and neutrophils in the LCL. The number of amastigotes is
higher in the ECL. Amastigotes are morphologically intact at ultrastructural analysis,
suggesting their viability. Inflammation with a varied spectrum of cells, commonly with
CD3*, CD4" and CDS&+ cells, increasing as the lesion progress. The number of CD68"
macrophages are predominat cells in the infiltrate and was positively correlated with number
of amastigotes in the late stages of the disease. Furthermore, there was positive correlation
between CD68" cells and the lesion size in the early stages and between macrophages and
necrotic areas during the disease progress. Conclusion: The presence of the parasite and the
extensive cellular infiltration with the effective participation of macrophages, cause changes
in the epidermis and dermis, contributing to the development of skin lesion and affecting the
therapeutic response.

Keywords: Early cutaneous leishmaniasis. Histopathology. Inflammation.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Leishmanioses sdo doengas antropozoonoticas causadas por tripanossomatideos do género
Leishmania spp. Estas doengas predominam em paises tropicais e subtropicais, sendo que mais de
98 paises tém relatos de transmissao da leishmaniose endémica (ALVAR et al., 2012). Segundo a
OMS (2012) estima-se que 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco dessa infec¢do. Cerca
de 20 espécies de leishmanias sdo associadas a doenga humana, com variagcdo da manifestacao
clinica de acordo com a espécie do parasita e a influéncia da resposta imune do hospedeiro
(BRYCESON, 1969).

Entre as leishmanioses, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ causada
principalmente pela Leishmania braziliensis, L. guaynensis, L. mexicana e L. amazonensis
(LAINSON, 1983; GRIMALDI, 1989). Podendo o individuo infectado apresentar desde a forma
cutanea localizada (LCL), mucocutanea (LCM), disseminada (LD) a difusa (LCD). No Brasil, o
complexo Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ mais frequentemente associado a doenga no
homem e também a principal espécie isolada nos casos da leishmaniose cutanea (GRIMALDI
JR.; TESH; MCMAHON-PRATT, 1989; BRASIL, 2010). Na Bahia, a doenga ¢ endémica em
praticamente todo o estado, ocorrendo principalmente em areas rurais do reconcavo, com surtos
epidémicos registrados em varias localidades, dentre elas, a regido de Trés Bragos, que tem cerca
de 90% dos casos de LTA causada pela L. braziliensis. Em 2014, foram notificados 2.195 casos
de leishmaniose cutinea nos municipios baianos, sendo 532 casos registrados em Presidente

Tancredo Neves, cidade localizada no reconcavo do estado (SINAN, 2014).
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Durante o ciclo de vida do parasita sdo observadas duas formas evolutivas, as
promastigotas, presentes no intestino de insetos vetores e, as amastigotas, encontradas nos tecidos
do hospedeiro parasitando, principalmente, as células do sistema fagocitico mononuclear
(NEVES, 1997). A transmissdo para o homem ocorre através da picada de flebotomineo fémea
infectada que, no momento da hematofagia, injeta saliva contendo cerca de 10 a 100
promastigotas (GREVELINK; LERNER, 1996).

O diagnostico da LTA depende da identificagdo do parasita, porém, a deteccdo de
amastigotas nas lesdes cutidneas de leishmaniose nem sempre ¢ possivel. Rotineiramente ¢
realizada a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), teste que avalia a reagdo de
hipersensibilidade tardia que ocorre na LTA (MELLO et al., 1997), onde sdo consideradas
positivas as reagdes com enduragdo superior ou igual a cinco milimetros (mm) de didmetro. No
caso de uma area endémica, ¢ aceitavel que o diagnostico da doenca seja feito baseado na
associagdo do teste positivo com a presenca de uma lesdo tipica (GUIMARAES et al., 2005;
MARSDEN, 1994). Entretanto, ¢ recomendavel que seja feito o estudo histopatologico,
imunohistoquimico, a realiza¢ao de cultura do parasita e/ou a utilizagdo de técnicas como a de
reacao de polimerase em cadeia (PCR) (SHIRIAN et al., 2014 ).

O tratamento de primeira escolha recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) para todos os tipos de leishmanioses utiliza o antimonial pentavalente. No Brasil, o
Ministério da Saude distribui gratuitamente na rede publica de satde o Glucantime®, um
medicamento antiparasita, que consiste num ciclo de aplica¢des intravenosa ou intramuscular do
medicamento em doses didrias de 20 mg/kg durante 20 dias. O critério de cura ¢ definido
basicamente pelo aspecto clinico das lesdes, observando-se a reepitelizacdo das lesdes ulceradas
ou nao-ulceradas, a regressao total da infiltragdo e eritema, no periodo de até trés meses apos a

conclusdo do esquema terapéutico (GONTLIO, 2003).
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1.2 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE CUTANEA

A lesdo cutanea inicial desenvolve-se no local da picada do flebotomo infectado e apos o
periodo de incubagao do parasita que no ser humano ¢, em média, de dois a trés meses, podendo
variar de poucas semanas até anos (BRASIL, 2010). Geralmente, o acometimento da pele ocorre
em locais expostos do corpo como membros inferiores e superiores. Proximo a area afetada ¢
comum a observagao de linfadenopatia regional, que pode, as vezes, preceder a lesdo cutanea
(BARRAL et al., 1992; 1995).

Nas fases iniciais apos a infec¢do observa-se um estagio preulcerativo nos primeiros 20
dias de duracdo, que se manifesta clinicamente com uma pequena lesao papulosa ou nodular, por
vezes eritematosa, bem delimitada, algumas vezes arredondada ou acuminada (MACHADO et al,
2002a; COSTA et al., 2009). Esta lesdo pode evoluir aumentando em tamanho e profundidade,
formando uma ulcera caracteristica da Leishmaniose Cutanea Classica (LCC) (Costa et al.,
2009).

A tlcera tipica da leishmaniose cutanea tardia ¢ indolor, em geral uUnica, poucas vezes
multipla com até dez lesdes. Em geral, sdo arredondadas ou ovoéides, de tamanhos variaveis de
alguns milimetros a centimetros, t€ém base infiltrada e firme, bordas bem delimitadas, elevadas e
eritematosas, com fundo granuloso e avermelhado. Nestes casos, pode ser notado exsudato, que,
quando amarelado, aparentemente ¢ resultado de infeccdo bacteriana associada, a qual,
posteriormente, desseca, formando crostas de cor pardo-enegrecida (CARINI; PARANHOS,
1909; LINDEMBERG, 1909; PESSOA; BARRETTO, 1948; MARSDEN, 1986; MATTOS,
1993 apud BRASIL, 20006).

As tlceras podem curar espontaneamente dentro de alguns meses ou anos, ou também

permanecerem ativas coexistindo com lesdes mucosas de surgimento posterior (COSTA et al.,
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2009). A disseminagdo para outras areas cutaneas com multiplas lesdes papulares sdo menos
frequentes (CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986), assim como as lesdes verrucosas,

vegetantes e demais formas atipicas.

1.3 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DA LESAO CUTANEA

A andlise histopatologica da borda de ulceras revela epiderme com crosta, acantose,
hiperceratose, paraceratose, espongiose, exocitose e papilomatose. Na derme, observa-se a
presenca de células inflamatérias mononucleares, com ou sem necrose, granulomas, células
gigantes e fibrose (BOAVENTURA; BARRAL; BARRAL-NETO, 2011). Vasculites de graus
variados também estdo presentes (MAGALHAES et al., 1986), além de proliferagio vascular e
tecido de granulagdo (KUMAR et al., 2007).

Foi descrito que na LCL a intensidade da necrose ¢ diretamente proporcional ao niimero
de macrofagos na lesdo, além disso, diferentes graus de degradacao do colageno correlacionam-
se diretamente com a intensidade do infiltrado inflamatoério (SILVA, 1999). Existe uma variagao
no perfil de células inflamatorias, citocinas e quimiocinas em fungdo do tempo de evolugdo das
lesdes. Nas lesoes tardias observa-se uma maior intensidade do infiltrado inflamatdrio nas lesdes
com mais de 60 dias comparada com as lesdes com menos de 30 dias. Nesta tltima pode haver
um numero maior de parasitas (CAMPANELLI et al., 2010; DA-CRUZ et al., 2005; DIMIER-
DAVID, 1994) que diminui nas lesdes tardias, sugerindo uma menor participagdo do parasito na
formacao das lesdes tipicas da doenca (BITTENCOURT; ANDRADE, 1967 apud DANTAS,
2012).

As lesdes em estagios iniciais apresentam vasculite, infiltrado de macrofagos, necrose

litica, amastigotas, auséncia de granulomas e hiperplasia da epiderme (MACHADO et al.,
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2002a). Em sintese, na LCL observam-se granulécitos e infiltragdo de células mononucleares nas
fases iniciais, mudando para um padrdo com numerosos linfocitos e macrofagos em lesdes tardias
(CAMPANELLI et al., 2010).

A andlise de mais de uma biopsia da lesdo de um mesmo paciente ou de uma mesma
lesdo, pode indicar varios padroes morfologicos coexistentes em diferentes dreas
(BITTENCOURT; BARRAL, 1991). Portanto, se faz necessario um estudo amplo de

caracteristicas histopatoldgicas que aproximem os conceitos ja relatados.

1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

A pele estd constantemente exposta ao ambiente e funciona como uma barreira fisica
contra a infecgdo, além de ser um importante 6rgio imunoldgico. E composta estruturalmente por
camadas, onde a epiderme forma a por¢do mais externa e € essencialmente constituida por
queratinocitos. Na camada subjacente encontra-se a derme, predominantemente formada por
fibroblastos e tecido extracelular, vascularizado e inervado, separada da epiderme através da
membrana basal. Do ponto de vista imunologico, a pele possui um sistema com células residentes
e circulantes para monitorar infecgdes e controlar a inflamagao.

Ao infectar o hospedeiro, o parasita interage com diferentes tipos celulares da resposta
imune inata, incluindo neutréfilos, macréfagos e células dendriticas (LIMA et al., 1998;
MULLER et al., 2001). Inicia-se um recrutamento de células inflamatorias para o local, o que
parece ter um papel importante no desenvolvimento da ulcera. Os neutrdfilos sdo os primeiros a
migrar para o sitio da infec¢do, seguido pelos monoécitos, macrofagos e linfocitos (LASKAY;

VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2008).
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Macrofagos sdo as principais células que abrigam as amastigotas e participam diretamente
na sobrevivéncia ou morte do parasita, dependendo da ativagao dessas células. Quando infectados
apresentam antigenos parasitarios para linfocitos T, onde peptideos do parasita associados a
molécula de complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II exposta na
membrana dos macréfagos que, por sua vez, podem interagir com receptores das células T CD4"
ativando-as especificamente contra o parasita. (REINER et al., 1988). Ja os linfocitos T CD8"
ndo ativados que circulam nos orgdos linfoides secundarios podem ser ativados por células
dendriticas potencializando a resposta imune (HARTY; BADOVINAC, 2006).

Estudos recentes t€ém demonstrado um aumento na frequéncia das células T CD8" em
relagdo as células T CD4* em lesoes ulceradas, bem como a expressdo de granzimas por células T
CDS8" correlacionadas com a intensidade da inflamagdo, indicando um papel destas células na
patogénese da LC (DANTAS et al., 2013; FARIA et al., 2009). Sao duas possibilidades, a lise de
parasitas, eliminando-os, ou a lise de células do hospedeiro contribuindo com a lesdo tecidual.
Outros relatos mostram que as células T CD4" e IFN-y" contribuem para a morte do parasita
ativando macrofagos, enquanto que células T CD8 e granzima B positivas podem também
contribuir para a lesdo tecidual (SANTOS et al., 2013).

O principal mecanismo de ativagdo dos macréfagos ocorre a partir da producao de IFN-y
por células NK e linfocitos T que, juntamente com o TNF-a, contribuem no controle da
multiplicacdo do parasita durante as fases iniciais da infec¢do e na mediagdo ao dano tecidual na
LTA (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Camundongos infectados com L. braziliensis e
neutralizados para IFN-y apresentam um aumento significativo no tamanho das lesdes, sem
conseguir controlar a infec¢do (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998). Todavia, mesmo com a forte
expressdo de citocinas os parasitos ainda persistem no organismo, mantendo um circulo vicioso

de ativagdo celular (BACELLAR et al., 2002; BARRAL; BITTENCOURT, 1991).
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Células obtidas dos linfonodos de pacientes nas fases iniciais, pré-ulceradas, exibem
muitos neutréfilos, eosindfilos e células T CD8*. Em contraste, células B e plasmocitos foram
mais frequentemente observados em pacientes que apresentaram linfadenopatia e lesdo ulcerada
(BOMFIM et al., 2007). Na investigacdo da patogénese da leishmaniose, encontram-se varios
estudos sobre células T, contudo, devemos considerar também a influéncia dos linfocitos B na
resposta imunolodgica, pois ha poucos relatos dessas células relacionados a patogénese.

Em experimentos com camundongos infectados pela Leishmania major, com a deplecao
de células B observou-se uma exacerbacdo da doenca, sugerindo que estes linfocitos sao
necessarios para geracao de células T que intermediam a cura das lesdes (SCOTT; NATOVITZ;
SHER, 1986). Em biopsias de pacientes com leishmaniose disseminada, observou-se uma
correlagdo entre a presenca de células B CD20" e inflamagdo tecidual, além do predominio de
plasmocitos (MENDES et al., 2013). Adicionalmente, existe uma relagdo temporal entre o
desenvolvimento da tlcera e o aumento do nimero de células B (POMPEU et al., 2001). Assim,
a contribui¢@o das células B e plasmocitos na LC permanece controversa.

Os achados patologicos relacionados ao desenvolvimento da LC em humanos e modelos
experimentais infectados pela Leishmania spp. estdo sumarizados na Tabela 1. As fases aguda e
silenciosa sdo consideradas como os primeiros momentos da infeccdo, que podem variar de
algumas semanas até meses, onde a proliferacdo de parasitas ocorre sem a ostensiva manifestacao
da doenca (BELKAID et al., 2000). Por fase ativa compreende-se o surgimento da lesdo cutanea,
destacando-se a expressdo de citocinas e a presenca de diversos tipos celulares, incluindo a
expansao dos linfocitos T. Ja na fase ulcerada ha formagdo de granulomas e a presenca dos
linfécitos B, considerando também as alteragdes progressivas na epiderme durante todo o

processo de infeccdo. A cronicicidade ou estabelecimento da cura pode depender do contraste
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entre o perfil celular e expressao das citocinas IFN-y, IL-12, IL-4, IL-10, além da capacidade de

reestabelecimento tecidual, observada pela presenca de fibrose (NYLEN; EIDSMO, 2012).

Tabela 1. Aspectos gerais das alteragdes mais comumente observadas na evolucdo da LC.

Epiderme

Derme

Fase aguda

- Sem alteracdes evidentes.

- Citocinas e quimiocinas
sdo expressas por
queratinocitos.

- Reacdo inflamatoria local

- Infiltracdo de neutréfilos, células dendriticas,
células mononucleares.

Fase silenciosa

- Patologia ndo evidente.

- Alteragoes atroficas
podem ser detectada por

microscopia.

- Replicagdo do parasita ¢ inicialmente baixa,
mas eventualmente aumenta rapido.

- Parasitas intra e extracelular sdo presentes na
derme superior.

- Infiltrado inflamatorio dominado por
mondcitos/macrofagos.

Fase ativa

- Queratin6citos regulam
positivamente MHC-II.

- Sinais de areas necroticas
contendo neutrofilos
apoptoticos.

- Proliferacao de
queratindcitos na camada
granular.

- Sinais de areas necroticas contendo
neutrofilos em apoptose.

- Infiltragdo de células T CD4" e CD8".

- Infiltragdo dérmica de células dendriticas
infectadas e células de Langerhans.

Producdo de IFN-y, IL-12, IL-4, IL-10.
Acumulo de células T.

Fase ulcerada

- Morte de queratindcitos
por necrose ou apoptose.

- Infiltrag@o proeminente de CD4* ¢ CDS8".

- Granulomas.

- Presenca de neutroéfilos.

- Aumento de células B e plasmocitos.

- Regulacdo positiva de IL-10, TNF-o e IFN-y.
- Células apoptoticas.

Fase de cura

- Reepitelizacdo e
proliferagdo de

- Diminuigdo gradual de macrofagos e
parasitas.

queratinocitos. - Fibrose.
- Células gigantes, granulomas, expressao de
IFN-y, TNF-q, IL-12.
Fase cronica - Hiperplasia da epiderme - Numero variavel de parasitas.

(n2o houve cura)

- Expressao elevada de IL-10 e IL-4, células T,
histiocitos, células gigantes e eosin6filos.

Adaptado de NYLEN; EIDSMO, 2012, exceto as referéncias citadas no artigo.
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1.5 ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DA LEISHMANIOSE CUTANEA

A morfologia ultraestrutural das biopsias de trés pacientes com LC permitiu a
visualizagdo de parasitas, em varios estagios de degeneracdo, no citoplasma e vacuolo
parasitoforo de macrofagos (SANDBANK, 1976). Posteriormente, em outro estudo foi avaliado o
infiltrado inflamatério de pacientes com LC que apresentaram baixa carga parasitaria,
possibilitando a discussdo sobre a influéncia das alteragcdes morfologicas para a manutengao da
inflamagao cronica (EL HASSAN; VERESS; KUTTY, 1984). Foi descrita a presenca de células
fagociticas, interagdes entre os linfocitos e macrofagos e, a frequéncia de plasmoécitos na derme

A partir da analise por microscopia Optica e eletronica foi possivel observar as frequéncias
de amastigotas de L. amazonensis e de células inflamatdrias, avaliando as interacdes celulares e a
cinética de lesdes cutaneas em camundongos. Em diferentes fases da doenca foi relatado o
intenso parasitismo, a frequéncia de linfocitos e macrofagos ativados e o desenvolvimento de
reacdo granulomatosa e fibrose (POMPEU, 1988). O estudo de diferentes biopsias de um
paciente com LCD demonstrou, semelhantemente, a frequéncia de células inflamatoérias, a
localizagdo e integridade de amastigotas, sugerindo a ineficiéncia da resposta imune celular sob a
perspectiva da morfologia ultraestrutural (BITENCOURT et a/ 1990).

As publicagdes que abordam os aspectos ultraestruturais da LC t€ém contribuido para
esclarecer possiveis interagdes entre as células inflamatérias, além de evidéncias do
comportamento do parasita no tecido durante a doenga. Associar referéncias morfoldgicas aos
aspectos imunopatologicos facilitam a compreensdo do contexto da infec¢do pela Leishmania

spp. reforcando e atualizando os dados da literatura.
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose cutanea ¢ causada por uma infeccdo parasitaria, principalmente de
macrofagos dérmicos, resultando em intensa inflamagao e ulceracdao da pele. Em alguns casos, a
lesdo pode curar espontaneamente e, mais raramente, a doenca cutanea pode evoluir para
leishmaniose mucosa (LM), levando ao dano tecidual grave. Devido as limitagdes para o estudo
em tecido de pele humana, foram desenvolvidas pesquisas em modelos animais e analise de
sangue periférico. Embora as respostas sistémicas possam ser bons correlatos de imunidade, a
resposta imunitaria local da infec¢ao pode diferir do sangue periférico. Neste trabalho, discutimos
os diferentes estagios da LC observando o desenvolvimento da doenca in situ e os possiveis
mecanismos envolvidos na patologia e cura de infecgao pela Leishmania braziliensis.

A histopatologia nas fases iniciais da leishmaniose cutanea foi, também, descrita por
Dantas (2012), entretanto a classificagdo de lesdes recentes incluia fragmentos de lesdes ja
ulceradas. No trabalho de Machado et al., (2002) , o escasso nimero de bidpsias impediu uma
boa analise dos aspectos histopatologicos de pacientes com LCR. Portanto, ha auséncia na
literatura de estudos da inflamacao tecidual das lesdes papulares, que sdo possiveis de serem
encontradas mais recentemente em areas endémicas.

Sob o ponto de vista ultraestrutural sdo conhecidos estudos que utilizaram o recurso da
microscopia eletronica de transmissdo para descrever casos de infec¢do por L. amazonensis
(POMPELU, 1988; BITENCOURT et al 1990). Entretanto, assim como uma variedade de espécies
pode desencadear manifestagdes distintas na interagdo com o hospedeiro, a infec¢do por L.

braziliensis pode reproduzir variagdes no espectro de lesdes. Por isso, desenvolvemos um estudo
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descritivo utilizando amostras de pele de pacientes com LCR e LCC para identificar o
comportamento das células nos diferentes periodos da doenga.

E fato que, normalmente, os individuos ndo procuram atendimento médico em estagios
iniciais da doenca, devido a falta de sintomas ou pela existéncia de uma lesdo inespecifica que
pode ser confundida com a de picadura de mosquitos nao infectados ou com foliculite. Contudo,
o centro de saude de Corte de Pedra, onde foram coletadas as bidpsias deste estudo, ¢ sede do
Programa de Controle de Leishmaniose Tegumentar, com mais de 30 anos de pesquisa e
atendimento na regido endémica, abrangendo cerca de 20 municipios. Assim, foi difundido o
conhecimento na populagdo local sobre a doenca, o que tem favorecido cada vez mais a busca
pelos servigos do centro de saude por individuos, considerados clinicamente, em fases iniciais da
infeccdo. No Centro de Referéncia em Leishmaniose sdo atendidos anualmente cerca de 1200
casos de LC, dos quais 85% (N=1020) sao de LCC, 8% (N=96) de LCR, 3% (N=36) de LD ¢ 4%
(48) de LM.

A avaliacdo diagnoéstica rotineira das bidpsias de pacientes com LCR e LCC tem exibido
diferentes padrdes histopatoldgicos entre si, além dos aspectos clinicos das lesdes. Nas biopsias
de lesdes iniciais tem sido observado um menor infiltrado inflamatério, porém um maior
quantitativo de amastigotas de L. braziliensis em relagao as lesdes tardias ulceradas. Com base
nessas caracteristicas, propomos esclarecer a hipotese de que a reposta inflamatéria € suficiente
para causar a destruicdo do parasita, mas ndo evita o dano tecidual que culmina na evolucao de

uma lesdo papulosa para uma ulcera.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever comparativamente os aspectos histopatologicos na Leishmaniose Cutanea
Recente (LCR), fase de lesdes papuliformes e, na Leishmaniose Cutinea Cléssica (LCC), com

lesoes tardias e ulceradas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar de forma comparativa os aspectos clinicos dos pacientes com lesdes
papulares e ulceradas.

e Descrever as alteragdes da epiderme e derme nas bidpsias de pele de pacientes com
LCR e LCC.

e Mensurar e correlacionar as areas de inflamacao e de necrose das bidpsias entre ambos
0S grupos.

e Imunomarcar e quantificar amastigotas de L. braziliensis por imunohistoquimica
(IHQ) a partir das secgdes de pele dos casos de LCR e LCC.

e Identificar e quantificar por IHQ linfocitos TCD3*, T CD4* e CD8", linfocitos B
CD20", macrofagos CD68 e plasmocitos CD138* em ambos os grupos, estabelecendo
comparagdes e correlagoes.

e Investigar e descrever diferengas ultraestruturais entre fragmentos de pele de pacientes

com LCR e LCC por microscopia eletronica de transmissao.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS GERAIS

Este é um estudo de corte transversal, amostra de conveniéncia, de carater
investigativo e descritivo, para identificar possiveis marcadores do processo inflamatorio
comparando-os entre biopsias da lesdo de pacientes com LCR e LCC. Foram incluidas 43
biopsias de pacientes atendidos no centro de satide de Corte de Pedra, no periodo de 2009 a 2014,
sendo 15 casos Leishmaniose Cutdnea Recente (LCR) e 28 casos de Leishmaniose Cutinea
Classica (LCC). Em algumas analises houve perda de informagdes, quando ndo foi identificado o
dado no prontudrio ou quando a imunomarcagdo foi incompativel aos controles na
imunohistoquimica. O nimero amostral ¢ sempre referido nos graficos, tabelas e nos textos

descritivos.

4.2 PACIENTES

Os pacientes foram diagnosticados com leishmaniose cutidnea pelos critérios clinicos e
laboratoriais. Foram observadas lesoes cutaneas sugestivas de LC associadas a IDRM positiva e
presenca do parasita em cultura ou através das técnicas de PCR ou IHQ para confirmar a infec¢ao
por L. braziliensis. As informagdes clinicas foram obtidas a partir dos prontuarios, como dados
sobre idade, género, local e tamanho da lesdo, estimativa do periodo da lesdo fornecida pelo
paciente. Foi identificada a preseng¢a ou auséncia de linfadenopatia e realizado o calculo do

diametro da circunferéncia para aferir o tamanho da lesdo e da enduracdo na IDRM, assim os
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valores referentes a estes dados foram expressos em mm?. Acompanhamos os registros referentes
ao tratamento e resposta terapéutica em até 90 dias apds administracdo do ciclo de tratamento,

além dos resultados da cultura e do PCR.

4.2.1 Critérios de inclusdo nos grupos

a) Lesdes papulares ou exulceradas com até 30 dias de evolugdo, caracteristicas de
leishmaniose cutanea recente (LCR);

b) Lesdes ulceradas com até 120 dias de evolugdo, tipicas de leishmaniose cutanea
classica (LCC);

¢) Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva; consideradas aquelas com
enduracao superior ou igual a cinco milimetros (mm) de diametro;

d) Identificacdo de parasitas por analise histopatologica, PCR e/ou cultura para L.

braziliensis positivos.

4.2.2 Critérios de ndo inclusdo nos grupos

a) Pacientes com diagnostico de leishmaniose cutanea com lesdes atipicas.
b) Pacientes gravidas;

c) Pacientes HIV positivos;

d) IDRM negativa;

e) Pacientes com mais de 10 lesdes cutaneas;
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4.3 BIOPSIAS

As biopsias foram coletadas utilizando um punch de quatro mm mediante anestesia local.
Na lesdo precoce, o fragmento incluiu o centro da papula, ja nas fases tardias, a bidpsia foi
realizada na borda da ulcera. Estes fragmentos foram fixados, parte em formol a 10% para
posterior processamento no Servi¢o de Histotecnologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPqGM), onde também sdo realizadas as coloracdes em HE e Grocott para a analise
histopatologica e diagnostico diferencial, respectivamente, e, parte em fixador em Karnovsky,
para analise por microscopia eletronica. O aspirado do local da lesdo foi realizado para cultura in
vitro e um diminuto fragmento foi reservado em RNA later para realizagdo da técnica de PCR no
Servico de Imunologia do Hospital Universitario Professor Edgard Santos e, posteriormente, os

resultados foram anexados nos prontuarios dos pacientes.

4.4 IMUNOHISTOQUIMICA

O método imunohistoquimico foi realizado para a caracterizagdo de células envolvidas
nas deteccdes de LC humana. No setor de Histotecnologia da Fiocruz/BA, as bidpsias foram
processadas, emblocadas e cortadas em microtomo, formando sec¢des de 3 um de espessura. Os
cortes foram montados em ldminas de vidro com carga positiva (EasyPath, Brasil) para melhor
aderéncia.

Seguindo o protocolo padronizado para imunohistoquimica, foi realizada a
desparafinizacdo, hidratacdo e recuperagdo antigénica numa unica fase utilizando o Trilogy™
(Cell Marque, USA) diluido 1/100. Utilizamos solug¢ao tampao Tris-HCI pH 8,4 com Tween 20

diluido a 0,25% (Sigma, EUA) nas lavagens intercaladas. O bloqueio da peroxidase endogena foi
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realizado com perdxido de hidrogénio a 3% com duas trocas em 10 minutos ¢ o bloqueio de
proteinas inespecificas com Protein Block (DakoCytomation, EUA) por 20 minutos.

Posteriormente, os anticorpos primarios foram diluidos (Diluent antibody,
DakoCytomation, EUA) e incubado durante 1 hora a 37°C. As respectivas diluicdes estdo
descritas na tabela 2. A reacdo antigeno-anticorpo especifico foi detectada com o sistema de
biotina-estreptavidina-peroxidase (kit KP500 - Peroxidase Mouse & Rabbit, da DBS). Na
revelacdo foi utilizada 3-3 diaminobenzidina (DAB) (Spring Bioscience, Canadd) como substrato
cromogeno. O procedimento foi interrompido por lavagens com agua destilada. Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados em alcool, clarificados em xilol e
montados com laminulas e balsamo do Canada.

Em todas as reagdes selecionamos uma lamina previamente padronizada para o controle

positivo e uma sec¢do sem incubagdo do anticorpo primario para o controle negativo.

Tabela 2. Relacao anticorpos primarios e respectivas diluicdes.

Anticorpo Especificidade Fabricante Diluicao (ul)
Monoclonal anti-CD3 Linfécitos T CD3* Dako 1/100
Monoclonal anti-CD4 Linfécitos T CD4* Dako 1/50
Monoclonal anti-CD8 Linfocitos T CD8" Cell Marque 1/100
Monoclonal anti-CD20 Linfocitos B CD20" Dako 1/400
Monoclonal anti-CD68 Macrofagos CD68* Dako 1/200
Monoclonal anti-CD138 Plasmocitos CD138*  Dako 1/50
Policlonal anti-L. Amastigotas de L. In house (CPqGM-  1/1000

braziliensis braziliensis Fiocruz-BA)
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4.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA QUALITATIVA

A caracterizagdo dos aspectos histopatoldgicos da epiderme e derme foi realizada a partir
da observacdo das laminas coradas pela HE. Casos de LCR e LCC foram analisados
randomicamente, sem conhecimento prévio, sendo selecionada apenas uma sec¢do de cada
lamina. Na epiderme foram avaliadas a auséncia ou presenca de acantose, exocitose, espongiose e
hiperceratose e, na derme, presenca de células gigantes, granulomas, fibrose, neutréfilos e
vasculite. A descricdo qualitativa elaborada pelo patologista foi acompanhada por um segundo

observador que registrou os dados em uma planilha.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA QUANTITATIVA

O método para quantificacdo de células teve por base a histomorfometria de
RODRIGUES DE SANTANA et al, 2014. Foi utilizado o microscopio optico (Olympus BX51)
com sistema de camera digital acoplada (Olympus Q5) e software de imagens (Image-Pro Plus,
Media Cybernetics) para a fotomicrografia das laminas. Foram fotografados 10 campos
randomizados de cada sec¢do imunomarcada com os respectivos anticorpos. Em cada campo foi
quantificado o numero de células positivas utilizando o recurso de contagem semi-automatica do
software da ImagelJ 1.48v (National Institutes of Health, USA), conforme exemplificado na figura
1. A positividade foi definida com a identificagdo de células que reagiram com o substrato
cromodgeno. Foi utilizada a objetiva de 100x para contagem de amastigotas de L. braziliensis e a

de 40x para analise das células CD3*, CD4", CD8", CD20" e CD68" ¢ CD138".
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Figura 1. Exemplo da analise morfométrica em corte histologico de LCC ap6s imunomarcacao
do CD138. (A) Visualizagao das células imunomarcadas. (B) Sele¢ao e quantificagdo das células
positivas.

4.7 ANALISE MORFOMETRICA DAS AREAS DE INFLAMACAO E NECROSE

Todas as secgdes coradas em HE foram escaneadas por microscopio optico (Olympus
BX51) nas objetivas de 10x a 40x. As imagens das secgdes foram registradas no aumento digital
de 0,7x, mediante visualizagdo utilizando o software OlyVIA 2.7 (Olympus Corporation, 2013).
A analise semi-automatica foi realizada com o auxilio do software da ImageJ 1.48v, conforme
exemplificado na figura 2.

Foram realizadas as medidas da 4rea total do corte histoldgico e, em seguida, selecionadas
as areas de infiltrado inflamatdrio na derme. A extensdo total do fragmento e o somatdrio das
areas de inflamacgdo foram apresentados em milimetros quadrados (mm?). Desta maneira, foi

possivel mensurar a propor¢do em porcentagem (%) da inflamagao por area total do fragmento.
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Me¢étodo semelhante foi utilizado para atribuir valores as areas de necrose, quando
presentes na bidpsia. Todavia, como ndo foi possivel visualizar essas areas com precisdo em
pequenos aumentos, o registro das imagens foi feito com o aumento digital de 7x. Assim, foi
possivel percorrer toda a sec¢do e identificar as areas de necrose. Posteriormente, foram
realizados calculos para equiparar os valores originados de aumentos diferentes e estabelecer a

proporg¢do entre a extensao da necrose sobre a area total.
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Figura 2. Exemplificacdo da analise morfométrica em corte histologico de LCR. (A) Medida da
extensdo total do fragmento. (B) Selecdo da area de infiltrado inflamatorio. (C) Sele¢do da area
de necrose.
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4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para as analises ultraestruturais foram selecionadas quatro amostras, duas de LCR e duas
de LCC. Dada as limitagdes relacionadas a execucao dessas analises, somente parte das amostras
foi incluida.

Os fragmentos de pele foram fixados em Karnovsky e encaminhados para a Plataforma de
Microscopia Eletronica do CPqGM, Fiocruz/Ba. As amostras foram lavadas com tampao
cacodilato de sodio pH 7.4, 0.1 M e poés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 1 hora. Em
seguida, foi realizada a desidratacdo através de banhos sucessivos de 10 minutos cada com
solugdo de acetona em concentragdes crescentes. A etapa de substituicdo foi realizada com um
banho de resina e acetona 1/2 e, depois, realizada a montagem em moldes com resina que
permaneceram por 72h em uma estufa a 60°C. Desta forma, foi possivel a polimerizacao da
resina ¢ a formagao dos blocos.

No ultramicrétomo, foram confeccionados cortes semifinos de 1000 nandémetros (nm)
para visualizagdo prévia do tecido em microscopio Optico e reconhecimento da epiderme e
derme. Foi demarcada a derme como a area de interesse, na qual ¢ observado um maior espectro
de alteracdes, observando-se a area de maior infiltrado de células e pouco coldgeno. Em seguida,
os cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram coletados em grades de 200 meshs e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo para facilitar a visualiza¢do de estruturas
a partir dos gradientes de eletrodensidade. Todo o corte foi analisado em microscopio eletronico
de transmissdo (Zeiss EM109 e JEOL 1230) e as fotomicrografias foram registradas, para
avaliacdo qualitativa e identificacdo morfoldgica de células inflamatdrias e amastigotas.

Para identificacdo das amastigotas seguimos o protocolo previamente descrito por

POMPEU, 1988 ¢ VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002, definida basicamente
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como células ovais, de cerca de 2x4 micrometros (um), com uma camada de microtibulos
subpeliculares € um cinetoplasto, constituido por uma mitocondria unica. Embora nao tenhamos
encontrado parasitas degenerados ou destruidos, utilizamos os critérios descritos anteriormente
apud BITTENCOURT et al. (1990). O reconhecimento de células das camadas da pele e do

infiltrado inflamatorio foi fundamentado nos parametros de PAVELKA; ROTH, 2005.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados em tabelas e graficos onde os nlimeros representem valores
absolutos ou proporcdes. A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego,USA).

Para varidveis com distribui¢do normal, utilizamos o teste Two-way ANOVA. Para
distribuicdo ndo-normal, o teste ndo paramétrico Mann Whitney. Para as correlagdes com
varidveis de distribuicdo normal e ndo-normal, utilizamos os testes de Pearson e Sperman,
respectivamente. Consideramos a classificagdo de DANCEY e REIDY (2005) que indicam a
forga da correlacdo quando: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,60 (moderado); r = 0,70 até
1,0 (forte). Para comparacdo de frequéncias entre varidveis em amostras independentes, foi
realizado o teste do Qui-quadrado, exato de Fischer e t de student. Os resultados foram

estatisticamente significantes quando p <0,05.
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4.10 CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes participaram da pesquisa de forma voluntaria, sendo aplicado um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto intitulado de “Avaliagdo da resposta inflamatdria
in situ na Leishmaniose Cutdnea Recente” obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz, Bahia, parecer n°

533.032/2014.

4.11 DESENHO EXPERIMENTAL

Populacio de estudo
Pacientes com
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

Grupo (Biopsias) Grupo (Biopsias)
Leishmaniose Cutdnea Recente (LCR) e [eishmaniose Cutanea Classica (LCC)
n=15 n=28
| |
Procedimento Procedimento Procedimento
Coloracao HE Imunohistoquimica Microscopia Eletronica de

Transmissdo (n=4, 2/2)

) Analise Analise Analise
- Area de inflamagdo - Células T CD3",CD4" e CD8" - Morfologia ultraestrutural
- Area de necrose - Células B CD20" - Interagdes celulares
- Histopatologia da epiderme e - Plasmocitos CD 138"
derme - Macréfagos CD68"

- Amastigotas de L. braziliensis

Figura 3. Fluxograma de bidpsias e métodos.
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5 RESULTADOS

5.1 ASPECTOS CLINICOS

Um total de 43 pacientes foi incluido no estudo, sendo coletadas para analise 15 biopsias
de LCR e 28 de LCC. As caracteristicas soécio-demograficas e clinicas dos individuos,
estratificadas de acordo com o estagio da doenca, estdo descritas na tabela 3. A distribuicao etaria
foi semelhante entre os grupos, com a média (de idade) + erro padrao (EP) de 36.9 & 3,0 anos na
LCR e 39,3 + 2,9 na LCC. Proporcionalmente, individuos do sexo masculino foram mais
acometidos pela doenga, sendo 66,7% e 78,6% dos homens dos respectivos grupos LCR ¢ LCC.

A maioria das lesGes foi encontrada nos membros inferiores, sendo 86,7% na LCR e
85,7% na LCC. Foram menos frequentes lesdes nos membros superiores € raras em outras
regioes do corpo, como a face. A linfadenopatia estava presente em quase todos os pacientes com
LCR (93,3%) e em 63,0% daqueles com lesdes ulceradas, com exce¢do de um paciente. Nao
foram registradas nos prontudrios as medidas da IDRM de um paciente com LCR e de trés com
LCC, contudo, observamos que houve diferenca estatistica entre os grupos, onde na LCR a média
+ EP das endurag¢des foi de 129,5 + 15,4 e de 196,9 +22,8 na LCC.

O tamanho das lesdes papulares, com uma média + EP de 52,1 + 11,1 mm? (com uma
perda) e das ulceras, com 351,9 £+ 58,1, apresentou uma diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Tal como o tempo de lesdo relatado pelos pacientes que foi de 17,4 + 1,6 dias
das lesdes recentes e 40,6 + 4,4 dias da ulcerada. Foi possivel acompanhar o tratamento de 14
pacientes com LCR e 21 com LCC. As maiores taxas de falha terapéutica compreenderam os
pacientes tratados no inicio da doenca, representando 71,4% de falha contra 47,6% dos tratados

apos ulceracao.
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Tabela 3. Dados socio-demograficos e clinicos de pacientes diagnosticados com LCR e LCC.

A LCR LCC D
Parametros (n=15) (n=28)
Idade (anos)* 36,9 +3,0 39,3+2,9 ns?
ns®
Género - n (%)
Feminino 5(33,3) 6(21,4)
Masculino 10 (66,7) 22 (78,6)
Local da lesao - n (%) ns°®
Membros inferiores 13 (86,7) 24 (85,7)
Membros superiores 1(6,7) 3(10,7)
Outros 1 (6,6) 1(3,6)
Linfadenopatia - n (%) ¢ ns¢
Sim 14 (93,3) 17 (63,0)
Nao 1(6,7) 10 (37,0)
IDRM (mm?)* & 129,5+ 15,4 196,9 +22.8 <0,05%
Tamanho da lesdio (mm?)* @ 52,1 £11,1 351,9 £ 58,1 <0,0001°
Tempo da lesdo (dias)* 17,4+ 1,6 40,6 = 4,4 <0,0001#
Resposta terapéutica - n (%) A ns®
Cura 4 (28,6) 11 (52,4)
Falha 10 (71,4) 10 (47,6)

NOTA: *Média + EP (Erro padrio); ns: nio significante. Teste estatistico: * de student; ® Qui-quadrado; °Exato de
Fisher. #: com excegéo de um paciente na LCC. #: com exce¢ao de dois pacientes na LCR e de trés na LCC; @: com

excegio de um paciente na LCR. A : com excecio de um paciente na LCR e de sete na LCC. Leishmaniose Cutanea
Recente (LCR); Leishmaniose Cutanea Classica (LCC).
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A comparagdo entre as lesdes cutaneas dos pacientes evidenciou os distintos padroes
morfologicos de uma péapula e ulcera, ambas causadas pela infeccdo pela L. braziliensis (Figura
4AB). A discrepancia entre o tamanho das lesdes nos diferentes periodos da doenca esta

representada na figura 4C.
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Figura 4. (A) Fotografia da lesdao papular em LCR comparada a (B) lesao ulcerada de LCC
causadas pela L. braziliensis. (C) Comparagdo entre os tamanhos das lesdes cutdneas (mm?) em
LCR (n=14) e LCC (n=28). As barras representam a média ¢ o erro padrdo. Teste estatistico t-
student. *** p<0,0001. Leishmaniose Cutanea Recente (LCR); Leishmaniose Cutanea Classica
(LCO).
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5.2 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

5.2.1 Alteragoes na epiderme e derme

Estratificamos a avaliacdo histopatoldgica conforme as alteragcdes presentes nas camadas
da pele. Na epiderme, o seu espessamento (acantose), a formacdo de edemas (espongiose), a
infiltracdo de células inflamatodrias (exocitose) e o processo de queratinizagdo (hiperceratose)
foram observados nas bidpsias de ambos os grupos (Figura 5). Essas alteragdes na epiderme
foram muito frequentes, ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos de LCR ¢ LCC
(Tabela 4).

Na derme, identificamos por colora¢do de rotina (HE) a formacao de células gigantes e
granulomas, o surgimento de areas de fibrose, além da presenga de neutrofilos e vasculite no
tecido (Figura 6). A partir destes parametros observamos diferencas mais acentuadas entre os
grupos, principalmente, quando comparamos a frequéncia de células gigantes, em 6,7% dos casos
de LCR e em 39,3% na LCC. A frequéncia de neutréfilos também foi maior nas fases mais
tardias da doenga, em 26,7% na LCR e 60,7 na LCC. Acompanhamos um padrdo de alteragdes
na derme mais predominante na LCC, com excec¢do da vasculite, que foi mais frequente nas

lesdes papulares (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia das alteracdes histopatoldgicas na epiderme e derme nos casos de LCR e
LCC.

Alteragdes histologicas (1?315{) (ESZ(;}) p
Epiderme - n (%)
Acantose 14 (93,3) 28 (100) ns
Espongiose 10 (66,7) 18 (64,3) ns
Exocitose 11(73,3) 19 (67,9) ns
Hiperceratose 12 (80,0) 22 (78,6) ns
Derme — n (%)
Células gigantes 1(6,7) 11(39,3) <0,05
Granulomas 8(53,3) 18 (64,3) ns
Fibrose 7 (46,7) 20(71,4) ns
Neutrofilos 4 (26,7) 17 (60,7) <0,05
Vasculite 11(73,3) 15 (53,6) ns

NOTA: Leishmaniose Cutidnea Recente (LCR); Leishmaniose Cutanea Classica (LCC). Teste estatistico Qui-
quadrado de Pearson. ns = néo significativo.
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Figura 5. Caracteristicas histopatologicas observadas na epiderme de pacientes com LCR e LCC.
(A) Acantose na LCR (seta) (10x); (B) espongiose na LCR (seta) (10x); (C) exocitose na LCR
(seta) (10x); (D) hiperceratose na LCR (seta) (10x).
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Figura 6. Aspectos histopatologicos presentes

Células gigantes na LCC (setas) (20x); (B) granuloma na LCR (seta) (4x); (C) fibrose na LCC
(4x) (D) necrose na LCC (20x); (E) neutréfilos na LCC (setas) (40x); (F) vasculite na LCC (seta)
(20x).
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5.2.2 Areas de inflamagdo e necrose

As seccdes histologicas das biopsias de LCR e LCC foram analisadas e ambos os grupos
estdo representados na figura 7. De modo geral, as lesdes de LCR apresentaram um aspecto mais
semelhante a pele normal, onde o colageno dérmico mostrou menores areas de degradagdo
(Figura 7A). Porém, nota-se mais acentuado o acimulo de células inflamatorias na LCC (Figura

7B).

Figura 7. Fotomicrografias das sec¢des de pele de pacientes com leishmaniose cutanea. (A)
Bidpsia do centro da lesdo papular da LCR. (B) Fragmento da borda da ulcera da LCC. Intenso
infiltrado inflamatorio em LCC comparado com LCR (A e B, setas).

Foi constatado que, proporcionalmente, a area de inflamagdo correspondeu a (média +
EP) de 28,4% + 4,2 e 48% + 3,8 das secgdoes de LCR e LCC, respectivamente, havendo uma

diferencga estatisticamente significante (Figura 8A). Quanto as 4reas de necrose, observamos que
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as proporg¢oes no tecido foram infimas e que nao houve diferenca entre os grupos (Figura §B).

Nao havendo, também, correlagdo linear entre a porcentagem das areas de inflamacao e de

necrose (Figura 9).
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Figura 8. (A) Avaliacdo da area de inflamacdo em relacdo a area total da sec¢@o histologica dos
casos de LCR e LCC. **p<0,001. (B) Avaliagao da area de necrose em relacdo a area total da
seccao histologica dos casos de LCR e LCC. p=ns (ndo significativo). Teste Two-wayANOVA.
As barras representam a média e o erro padrao. Leishmaniose Cutanea Recente (LCR) (n=15);
Leishmaniose Cutanea Classica (LCC) (n=28).
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Figura 9. Correlagao entre as areas de inflamacao e de necrose (A) na LCR (n=15) e (B) na LCC
(n=28). Teste de Pearson.

5.3 ASPECTOS IMUNOHISTOQUIMICOS

5.3.1 Amastigotas de L. braziliensis

A detecgdo tecidual de amastigotas utilizando anticorpo anti-L. braziliensis facilitou a
busca e contagem do parasita, confirmando o que ja havia sido observado em HE durante o
diagndstico da doenga de que o parasitismo ¢ mais intenso nas lesdes recentes (Figura 10AB). Foi
possivel identificar amastigotas por IHQ em 90,6% dos casos, enquanto que foram detectadas
apenas 11% por cultivo in vitro e 62% por PCR. O numero de parasitas por 10 campos aleatorios
em microscopio optico foi de (média + EP) 150,1 = 56,6 na LCR e de apenas 21,3 + 8,0 na LCC
(Figura 10C). As formas amastigotas foram observadas, principalmente, dentro do vacuolo
parasitoforo de macrofagos, na regido superior da derme adjacente a epiderme e também em
areas de necrose. Nao foram encontradas correlagdes entre o nimero de amastigotas e as areas de

inflamagao e de necrose (dados complementares).
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Figura 10. Amastigotas de L. braziliensis (A) em HE (40x) (setas verdes) e (B) imunomarcadas
com anticorpo policlonal antileishmania (setas vermelhas) (40x) em casos de LCR. (C) Numero
de amastigotas de L. braziliensis por 10 campos randomizados das sec¢des de LCR (n=15) e LCC
(n=28). * p<0,01. As barras representam a média e o erro padrao. Teste estatistico t de student.
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5.3.2 Perfil celular inflamatorio

A resposta inflamatéria em ambos os grupos foi caracterizada pelo predominio
linfocitario e macrofagico. Macrofagos CD68* foram observados infiltrando toda a extensdo das
camadas da pele, desde a epiderme até a hipoderme, também, em areas de necrose, proximos a
vasos necroticos ¢ neoformados e, junto aos linfocitos. Da mesma forma, os linfocitos T CD3"
estavam distribuidos em todo o tecido, correspondendo aos subtipos CD4" ¢ CD8" que estavam
presentes a partir da jungdo derme-epiderme e com frequéncia em granulomas. Os linfocitos B
CD20" predominaram na porg¢do intermediaria da derme, tal como os plasmocitos CD138" que
foram registrados proximos aos vasos, filetes de nervos, foliculos pilosos e glandulas. As reagdes
de imunoperoxidase realizadas para identificar e localizar os linfocitos T CD3*, CD4* ¢ CD8"
estdo representadas na figura 11, ja os linfocitos B CD20*, macrofagos CD68* e plasmoécitos
CD138" estdo representados na figura 12.

Nao foi observada uma diferenca estatistica dos casos de LCC sobre os de LCR entre os
mesmos tipos celulares, exceto pela crescente quantidade dos linfocitos T CD4" ¢ CD8" no
decorrer da doenga. Os macrofagos CD68" ¢ linfocitos T CD3" destacaram-se entre as células
inflamatorias e, com menos frequéncia os plasmoécitos CD138" e os linfocitos B CD20* (Figura

13).
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Figura 11. Fotomicrografias da imunomarcagdes de linfocitos T. (A) Linfécitos T CD3*
infiltrados na epiderme (10x). (B) Imunomarcagdo anti-CD3 em detalhe (40x). (C) Linfocitos T
CD4" infiltrados na derme (10x). (D) Imunomarcagdo anti-CD4 em detalhe (40x). (E) Linfocitos
CD8" proximos a vasos (10x). (F) Imunomarcagdo anti-CD8 em detalhe (40x).
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Figura 12. Fotomicrografias da imunomarcagdes de linfocitos B, macrofagos e plasmocitos. (A)
Linfocitos B CD20" infiltrados na derme (10x). (B) Imunomarcagdo anti-CD20 em detalhe (40x).
(C) Macrofagos CD68" proximos a epiderme (10x). (B) Imunomarcacdo anti-CD68 em detalhe

(20x). (A) Plasmocitos CD138" proximos a vasos (10x). (B) Imunomarcagdo anti-CD138 em
detalhe (40x).
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Figura 13. Perfil celular do infiltrado inflamatorio na LCR e LCC. As barras representam a
média do numero de células em 10 campos aleatérios.*p<0,05. Teste estatistico t student, pos
teste Two-way ANOVA.

5.4 CORRELACOES ENTRE PARAMETROS CLINICOS, HISTOPATOLOGICOS E

IMUNOLOGICOS

Quando comparados o nimero de macréfagos CD68" ¢ o tamanho das lesdes, essa
correlagdo foi positiva apenas nas lesdes recentes, ndo havendo valores estatisticamente
significantes para com as lesdes ulceradas. O teste de Spearman informa que hd uma
possibilidade de 53% para que ocorra o aumento da lesdo a medida que aumenta o nimero de

macrofagos CD68 nas fases iniciais da doenga (Figura 14).
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Figura 14. Correlagdo entre o nimero de macréfagos CD68" ¢ o tamanho da lesdo (A) na LCR

(n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Spearman.

Embora o nimero de macrofagos CD68" tenha sido expressivo em ambos os grupos, ndo

houve diferenga estatistica que permitisse afirmar que estas células influenciam diretamente no

aumento da area de inflamagao (Figura 15). Entretanto, entre a area de necrose € os macrofagos

CD68" existiu uma correlagdo positiva moderada tanto na LCR quanto na LCC (Figura 16).
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Figura 15. Correlagdo entre o nimero de macrofagos CD68" e a area de inflamagdo (A) na LCR
(n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Pearson.
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Figura 16. Correlagdo entre o nimero de macrofagos CD68" ¢ a area de necrose (A) na LCR

(n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Spearman.

Nas fases inicias da doen¢a nao foi constatada nenhuma influéncia entre o numero de

macrofagos e amastigotas de L. braziliensis. Todavia, mesmo com o nimero minimo de parasitas

nas lesdes ulceradas, foi possivel identificar uma correlagdo moderada entre estes dois parametros

nesta fase da doenca (Figura 17). Nao houve relagdo entre o parasitismo ¢ as areas de inflamagao

e de necrose nem influéncia destes trés parametros no tamanho da lesdo (dados complementares).
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Figura 17. Correlagdo entre o numero de macrofagos CD68" e de amastigotas (A) na LCR
(n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Spearman.
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Os linfocitos T CD3™ estdo fortemente correlacionados a area de inflamagdo durante as
fases iniciais da doenga estabelecendo-se um coeficiente de correlacdo de 71% entre estas
caracteristicas na LCR. O mesmo nao ocorreu nas lesdes ulceradas, ndo sendo observado nenhum
tipo de correlagdo nesta fase (Figura 18), Semelhantemente, nenhum valor estatisticamente
significante foi encontrado quando os linfocitos foram relacionados a area de necrose, a carga
parasitaria e ao tamanho da lesdo. Dentre os subtipos CD4" ¢ CD8" também nao foi constatada

correlagdo entre os parametros avaliados (dados complementares).
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Figura 18. Correlagdes lineares entre o nimero de linfocitos CD3" e a area de inflamagdo (A) na
LCR (n=9) e (B) na LCC (n=10). Teste de Spearman.

Existiu um grau moderado de correlagdo entre os linfocitos B CD20" e a area de
inflamacdo nas lesdes papulares, mas este achado ndo persistiu durante a fase das lesdes
ulceradas (Figura 19). O mesmo ocorreu com os plasmocitos CD138+ (Figura 20), porém ndo
foram estabelecidas correlagdes estes tipos celulares e a area de necrose, entre o quantitativo de

amastigotas, nem entre as demais células em analise (dados complementares).
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Figura 19. Correlagdes lineares entre o nimero de células B CD20" e area de inflamagdo (A) na
LCR (n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Spearman.
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Figura 20. Correlagdes lineares entre o nimero de células B CD138" e area de inflamagdo (A) na
LCR (n=15) e (B) na LCC (n=28). Teste de Pearson.
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5.5 RESPOSTA TERAPEUTICA

As comparagdes entre a resposta terapéutica e os parametros estudados ndo apresentaram
resultados estatisticamente significantes. Contudo, destacamos os principais aspectos que tiveram
o minimo de diferenca, apontando para uma tendéncia, dentre os individuos que curaram ou
falharam apos o tratamento com antimonial pentavalente. Pacientes com LCR que apresentaram
bidpsias com maior area de inflamagdo teriam maior indice de falha terapéutica (Figura 21A).
Maiores areas de necrose foram mais frequentes nos individuos que curam (Figura 21B). Ja o
nimero de amastigotas poderia influenciar na falha ao tratamento, pelo menos, nas lesdes iniciais

em que a carga parasitaria, em geral, foi maior (Figura 21C).
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Figura 21. Comparagdes entre a resposta terapéutica ¢ (A) area de inflamagdo (B) area de
necrose e (C) nimero de amastigotas na LCR (n=14) e LCC (n=21). Teste estatistico t de student,
pos-teste Mann-Whitney. As barras representam a média e o erro padrao. C= cura; F= falha.
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5.6 ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS

A partir da analise em microscopio eletronico de transmissdo observamos células
infiltradas na derme, com predominancia de macréfagos que foram identificados
morfologicamente. Destacaram-se a presenga amplas areas de fibras colagenas e a eucromatina

no nucleo de células na LCR (Figura 22).
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Figura 22. Células entre fibras coldgenas que exibem bandas claras e escuras intercaladas,
visualizadas como feixes com cortes longitudinais ou transversais (setas) (7.000X).
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Em biopsias de ulceras classicas foi encontrado um infiltrado inflamatério misto, com a
presenca de células com aspecto vacuolizado e vesiculas de tamanhos variados. Nesta fase,
observamos poucas areas de colageno, dando espago ao agrupamento de células inflamatdrias

(Figura 23).

Figura 23. Células inflamatérias infiltradas na derme de paciente com LCC. No citoplasma das
células foram observadas muitas vesiculas (setas) (7.000x).
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Identificamos que a maioria das amastigotas encontradas nas amostras de LCR estava
localizada no vactolo parasitoforo de macrofagos (Figura 24). Foi registrada uma amastigota
proxima a uma célula, porém sobre as fibras de colageno (Figura 25). Todos os parasitas
encontravam-se caracteristicamente integros, com a membrana e estruturas sem alteragdes

degenerativas.

Figura 24. Amastigotas de L. braziliensis em vacuolo parasitoforo de célula fagocitica
observadas no fragmento de pele de paciente com LCR (setas) (12.000X).
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B i

Figura 25. Amastigota de L. braziliensis aparerentemente externa ao macréfago em meio as
fibras colagenas em fragmento de pele de paciente com LCR (setas) (7.000X). Detalhe (12.000X)
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Indicios de ativagdo macrofagica, como a presenga de grande nimero de microvilosidades
e de vesiculas pinociticas, ¢ aumento do nimero de lisossomas, foram identificados nos
macréfagos, incluindo os parasitados, observando-se também o surgimento de figuras de mielina

proximas ao parasita (Figura 27).

Figura 26. Amastigota de L. braziliensis dentro de macréfagos e envolto por figuras de mielina,
observado no fragmento de pele de paciente com LCR (setas) (20.000X).
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Normalmente as bidpsias de lesdes ulceradas apresentam um decréscimo na quantidade de
parasitas, por isso, ndo foram visualizadas amastigotas nas sec¢des de LCC. Os linfocitos foram
frequentemente encontrados nesta fase da doenga, por vezes, proximos a outros tipos celulares
(Figura 27). Além disso, foi identificada a presenga de mastdcitos somente nos fragmentos de

ulceras (Figura 28).

Figura 27. Possiveis interagdes entre células inflamatdrias observadas no fragmento de pele de
paciente com LCC (setas) (7.000X).



Figura 28. Mastocito, caracteristico pela presenga de granulos de forma e tamanho irregulares,
encontrado em bidpsia de paciente com LCC (seta) (20.000X).

60
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6 DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea localizada caracterizada pela formagao de uma tlcera tipica ¢ a
forma mais comum da infeccdo causada pelo L. braziliensis e estd bem descrita na literatura. Os
macréfagos sdo relatados como as principais células envolvidas no processo patogénico, uma vez
que sdo responsaveis pela destruicdo dos parasitas, mas também permitem que estes se
multipliquem em seu citoplasma (GIUDICE et al., 2012). Encontramos que os macrofagos
CD68" estao diretamente relacionados a carga parasitaria, necrose ¢ tamanho da lesdo e,
identificamos aspectos clinicos e inflamatorios das lesdes classicas que diferem das lesdes
iniciais.

As lesdes de pele foram mais comuns em adultos do sexo masculino e localizadas
frequentemente nos membros inferiores, caracteristicas que se devem, respectivamente, ao
trabalho rotineiro no campo realizado por homens e a area de alcance algado pelos flebotomos.
Contudo, em alguns casos tem sido relatado o surgimento de lesdes em outras regides do corpo,
como face e abdome, mostrando que podem ocorrer mudangas no padrao de infec¢do, que €
muito frequente nas matas em areas endémicas, porém com incidéncia de casos em areas peri e
intradomiciliares.

Neste trabalho, os dados registrados sobre a IDRM e o tamanho das lesdes foram
compativeis com o tempo de doenga referido pelos pacientes, servindo de base para o estudo
comparativo. A presenca de linfadenopatia ocorreu em mais da metade dos pacientes com LCC e
em quase todos os casos na LCR, com exce¢do de apenas um paciente. Um estudo de Machado et

al. (2002) mostrou que quatro individuos com auséncia de adenopatia tiveram uma resposta

favoravel ao tratamento, considerando que este fenomeno poderia estar relacionado a patogenia.
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As alteragdoes na epiderme e derme foram frequentes em ambos os grupos €, como
descrito por Martins et al. (2014), apds a infeccdo, a ativagdo e infiltracdo de leucdcitos e
fibroblastos promovem a destrui¢do da constitui¢do normal do tecido. A hiperplasia da epiderme
ocorre em funcdo da proliferacdo de queratindcitos na camada basal, o que pode explicar a alta
frequéncia de alteracdes epidérmicas constatadas neste trabalho, quando observado os niveis de
acantose, espongiose, exocitose e hiperceratose tanto nas lesdes papulares quanto nas ulceradas.

Encontramos uma maior frequéncia de biopsias apresentando células gigantes na LCC,
sendo que estas células foram descritas e relacionadas com o tempo de infec¢do e com a
diminuicdo do numero de amastigotas, sugerindo sua participagdo no final do processo de
destruicao intracelular do parasita. A formagao de granulomas foi observada em ambos os grupos
de lesdes e foi sugerida por Silva (1999) como um mecanismo da resposta imunologica efetiva
contra o parasita e relacionada a uma intensa presenga de linfocitos e ao baixo parasitismo. Da
mesma forma, focos de fibrose foram encontrados nas lesdes recentes e ulceradas e estas
alteragdes podem estar relacionadas a regressao da lesdo. Experimentos com modelo murino
descreveram que a presenca de neutrofilos na fase inicial da doenga poderia favorecer o
parasitismo (POMPEU, 1988). Contudo, em nosso estudo foi identificada uma diferenga
estatisticamente significante da presenca de neutréfilos na LCC. O recrutamento de neutréfilos
observado em fases posteriores da lesdo sugere a atividade das células Th17. Foram encontrados
neutréfilos no tecido positivos para IL-17, interleucina que estd associada tanto ao controle da
infecgdo quanto a destruicdo tecidual (BOAVENTURA et al., 2010; NOVOA et al., 2011). No
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria o estimulo a degranulagdo e a formagdo de
Neutrophils Extracelular Traps (NETs) atingem os parasitas extracelulares, sendo estas células

associadas a redu¢do da carga parasitaria (MORGADO et al., 2015).
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Nossos dados corroboram com a hipdtese de que na LC, em parte, os mecanismos
patogénicos das lesdes relacionam-se aos disturbios vasculares (SILVA, 1999). A vasculite,
diferente das demais alteracdes da derme anteriormente citadas, foi encontrada com maior
frequéncia nas sec¢des de LCR. Essas alteragdes podem ocorrer em consequéncia da ativacao
constante do endotélio venular, podendo influenciar no desenvolvimento da ulcera. Todavia, a
ulceracdo da pele também estd relacionada a uma forte resposta inflamatoria envolvendo
macréfagos infectados e necrose da derme, o que ocorre, geralmente, em poucas semanas apos o
desenvolvimento da lesdo inicial.

Em nossos dados foi predominante o nimero de biopsias de LCC apresentando focos de
fibrose. Este achado ¢ consonante com dados da literatura que consideram a leishmaniose
tegumentar uma doenca fibrosante (BITTENCOURT et al.,1990). Silva (1999), que relatou que o
colageno dérmico mostrou graus variaveis de degradagdo, notando-se que quanto mais acentuado
o acumulo de células inflamatdrias, de granulomas e de necrose mais extensa era a degradagdo da
matriz conjuntiva da derme. Dependendo do periodo da doenca podemos visualizar um processo
destrutivo ou reconstrutor, existindo na fase precoce uma tendéncia a destrui¢do da matriz
colagénica e nas fases tardias os aspectos fibrogénicos corresponderiam a fase de reparo.

Conforme Faria et al. (2009), observamos que a intensidade do infiltrado inflamatério ¢
maior nos casos de LCC, sendo compativel com o progresso da lesao. O mesmo nao ocorreu na
analise da area de necrose e, ao contrario do que tinhamos por hipdtese, ndo ha relacio entre as
areas de inflamagdo e de necrose. Em nossos resultados ndo foi encontrada uma relagdo direta
entre estes parametros individualmente e o tamanho da lesdo em nenhum dos grupos estudados.

Na colora¢do de Hematoxilina e Eosina, nem sempre ¢ possivel identificar parasitas em
todos os casos examinados. Segundo De Oliveira et al. (2003), amastigotas sdo mais facilmente

detectaveis quando ¢ empregada a reagao de imunohistoquimica utilizando anticorpos anti-
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Leishmania spp. Neste trabalho tivemos um alto grau de detec¢do de amastigotas utilizando esta
técnica e, conforme observado durante o diagndstico de rotina, confirmamos que o nimero de
amastigotas foi mais expressivo nas bidpsias de LCR quando comparadas as de LCC. A carga
parasitaria ndo teve efeito sobre as dreas de inflamacdo e de necrose nem com o tamanho da
lesdo, mostrando que o parasita ndo participa diretamente no desenvolvimento da lesdo. Esse
resultado foi comum a outros dados, como os de Silva (1999) que relatou uma desproporg¢ao entre
o nimero de amastigotas e a intensidade dos eventos inflamatorios e necréticos.

O perfil de células inflamatdrias em lesdes de LC foi descrito a partir de experimentos em
camundongos e do aspirado sanguineo ou do linfonodo de pacientes (POMPEU, 1988; BOMFIM
et al. 2007). Entretanto, o sitio das lesoes apresentam reagdes imunologicas especificas, tanto ao
agente etiologico quanto as reagdes teciduais, podendo a resposta local ndo ser semelhante a
ocorrida no sangue periférico (PIRMEZ et al., 1990).

A caracterizagdo fenotipica das células do infiltrado inflamatoério permitiu identificar que
o padrdo celular ndo difere muito entre as lesdes. Encontramos nos grupos proporc¢des similares
de macrofagos, linfocitos B CD20* e plasmocitos CD138" e a correlag@o positiva destas células
com a extensdo da inflamagdo. Apesar do nimero de amostras reduzido em ambos os grupos de
lesdes devido as inconsisténcias na técnica de IHQ durante a padroniza¢do de anticorpos, foi
mostrado que os linfocitos T CD3* estavam intensamente relacionados aos niveis de inflamagao,
sendo estas células, também, as que estavam presentes com maior frequéncia no tecido, com
ampla distribui¢do quando comparada aos demais tipos de células analisadas.

A andlise de células de lesdes por citometria de fluxo revelou aumento no namero de
linfocitos T CD4" na fase tardia comparada com a inicial (MELBY et al., 1994). Da-Cruz et al.
(2005) e Faria et al. (2009) relataram que quanto maior o tempo da doeng¢a, maior a frequéncia de

linfocitos T CD4" ¢ T CD8" na lesdo (DA-CRUZ et al., 2005). Nossa avaliacdo in situ ratifica



65

estes achados, pois observamos que os linfocitos TCD4" ¢ TCD8" também sdo mais frequentes na
lesdo tardia que na recente. Estes linfocitos, presentes tanto nas lesdes papulares quanto nas
ulceradas, poderiam contribuir com a diminuigdo da carga parasitaria, no caso dos T CDA4+,
enquanto que os linfocitos T CD8* estariam relacionados a lesdo tecidual (SANTOS et al., 2013).

Nosso grupo, anteriormente, havia encontrado uma correlacdo positiva entre as células T
CD4" e a inflamagao nas lesdes recentes e tardias e o aumento das células T CD8" de acordo com
a duracao da lesao (DANTAS et al., 2013; DANTAS et al., 2014). Acredita-se que linfécitos T
CD8" teriam na LCL capacidade de regular a resposta imunoldgica dependendo do tipo de
atividade e dos produtos secretados durante a evolucdo da infec¢do. Neste estudo ndo foram
encontradas associacdes entre estas células e o dano tecidual, todavia, a quantificagdo de
linfocitos com perfil citotoxico e ativado ¢ uma evidéncia indireta da participagdo destes na
patogénese das lesdes (DANTAS, 2012; FARIA et al., 2009). A presenca de atividade citotoxica
dos linfocitos em lesdes de LTA ainda ndo estd esclarecida na infec¢do, podendo estar
relacionadas ao controle parasitario, mas também favorecer a lesdo tecidual. (FARIA et al., 2009;
MACHADO et al., 2002a) Uma forte expressdo de TIA-1, um marcador de granulos citotoxicos
oriundos de células T e NK, foi encontrada no infiltrado dérmico celular na LC (MACHADO et
al, 2002b). A producdo de granzima A parece participar na progressdo da lesdo em lesdes
ulceradas e de granzima B em lesdes recentes, considerando o aumento da expressao destas em
conjunto com a inflamagdo. Foi sugerido que essa fungdo citolitica das células T CD8" poderia
também ser importante para a eliminacao do parasita, mas também nao observamos nenhum tipo
de correlagdo entre o numero de amastigotas de L. brazilensis e este tipo celular.

Os macrofagos CD68”, por sua vez, estdo diretamente envolvidos com o tamanho da lesdo
nas fases inicias da doenga e com o nimero de amastigotas na LCC. Além disso, a relagdo entre

macréfagos e a area de necrose foi classificada como moderada em ambos os grupos de lesdes.
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Em estudo anterior, nosso grupo apontou para uma forte correlagao positiva entre os macrofagos
CD68" e a area de inflamagdo, principalmente nas lesdes iniciais de LC (DANTAS et al., 2013).
De acordo com Silva (1999), ndo se observou correlacdo entre a quantidade de macréfagos no
sitio de inflamacdo e a intensidade do parasitismo, porém uma correlacdo positiva foi verificada
com a intensidade de necrose e a quantidade de células CD68".

Podemos aferir que as células do infiltrado inflamatoério continuam migrando para o local
de lesdo em resposta a estimulo quimiotatico, devido a intensidade do parasitismo ou de seus
antigenos, podendo os macrofagos participar na patogénese da lesdo ao promover a necrose.

Os achados de linfocitos B CD20" e plasmocitos CD138* apontaram para dois aspectos
ainda pouco abordados em estudos histologicos na LC. Bomfim ef al. (2007), explicou que
células B e plasmocitos sdo mais frequentemente observados em pacientes que apresentaram
linfadenopatia com lesdo ulcerada, no entanto, a maioria dos casos incluidos no estudo
apresentaram aumento do linfonodo, tanto os de lesdes papulares como no das lesdes ulceradas,
nao havendo distingdo entre os valores destas células entre os grupos. Células B e plasmocitos
sdo comuns em infiltrados inflamatérios e podem indicar a participagdo de anticorpos no
processo patologico ou na resposta imune para leishmaniose. Apesar do pequeno nimero de
linfécitos B e plasmocitos em relagdo as demais populagdes de células avaliadas, foi observado
uma correlagdo positiva de 59% e 66% das células B CD20+ e CD138+, respectivamente, com a
area de inflamagdo. Por outro lado, ndo foi possivel afirmar a existéncia de uma correlagao
positiva entre os linfocitos B CD20* e plasmocitos CD138*. Dantas et al. (2013), também
descreveu a participagdo de linfocitos B e plasmocitos em lesoes de LC e afirmou que uma maior
frequéncia destas células no tecido sugere a importancia que estas exercem no desenvolvimento

da doenga.
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O fato do tratamento precoce nao inibir a evolugdo da doenga e ter altas taxas de
falha ainda ¢ uma incégnita e raramente discutido. Coutinho et al. (1996), discutiu que um
percentual semelhante de células T CD4" ¢ T CD8" no sangue periférico foi encontrado na fase
de cura da LCL causada por L. braziliensis, sugerindo que estes linfocitos poderiam desempenhar
um papel protetor nesta fase de doenga. Por outro lado, existem relatos do papel deletério destas
células e, em nosso estudo, ndo encontramos relacdo entre estes tipos celulares e o
estabelecimento da cura.

A analise dos nossos dados revelou discretas diferencas entre as taxas de falha ¢ cura
dentro de cada grupo de lesdo, porém os valores encontrados ndao se comprovaram
estatisticamente. Contudo, observamos que pacientes com lesdes recentes apresentaram bidpsias
com maiores areas de inflamag¢do e necessitaram de mais de um ciclo de tratamento com
Glucantime. Curiosamente, nas lesdes de LCR e LCC, as taxas de cura foram maiores naqueles
com maior area de necrose. Por fim, os individuos com lesdes papulares e maiores niveis de
carga parasitaria, tenderam a falha terapéutica, comparado com aqueles poucos pacientes com
lesdes papulares e numero tecidual de amastigotas reduzido. Estudos in vitro relataram que o
antimoniato de meglumina, substincia ativa do Glucantime®, intensifica a fun¢do fagocitaria de
monocitos e neutrofilos de individuos saudaveis, causando um aumento na producao de TNF-a e
oxido nitrico, levando a morte as amastigotas intracelulares (MUNIZ-JUNQUEIRA; DE
PAULA-COELHO, 2008). Portanto, podemos aferir que apenas a morte do parasita ndo ¢
suficiente para se estabelecer a cura clinica.

O estudo ultraestrutural revelou que as células infiltradas na derme podem participar da
destruicao tecidual no decorrer da doenca evidenciada pelas diminutas areas de colageno
presentes nas biopsias de lesdes ulceradas. Reafirmamos a presenca de macrofagos e linfocitos e

a possivel cooperagdo entre estas células, ou mesmo uma acao citotoxica dos linfocitos sobre
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macrofagos infectados e ndo infectados. A distribuicdo de vesiculas intracelulares sugerem uma
ativagdo celular e atividade leishmanicida que, aparentemente, ndo se apresentaram efetiva nas
fases iniciais da doenca, uma vez que os parasitas encontrados apresentavam sua morfologia
preservada.

Barral et al. (1995), relatou que os parasitas nem sempre sao encontrados nas amostras e,
em caso positivo, estes podem estar no interior de macrofagos ou, eventualmente, no espaco
extracelular. Uma vez que os parasitas fossem encontrados em meio extracelular, estes ficariam
passiveis de mecanismos liticos provenientes dos neutrofilos, eosinodfilos, linfocitos, além do
anticorpo e complemento (POMPEU, 1988). No entanto, todas as amastigotas encontradas
amostras de LCR, presentes nos meios intra ou extracelular, permaneciam aparentemente
incorruptiveis, independentemente se localizadas proximas as figuras de mielina, sugestivas de
acdo autofagica ou dispostas sobre fibras de colageno. Nao identificamos parasitas nos
fragmentos de LCC, mas observamos a presenca de mastocitos, células residentes no tecido que
estdo envolvidas no processo inflamatorio. Estas células foram reconhecidas apenas apods a
analise da ultraestrutura e, talvez pela quantidade reduzida destas no tecido ndo a observamos por
microscopia optica, porém nao descartamos a importancia do papel destas células no conjunto de
acdes contra o parasita.

A associagdo dos fatores internos e externos que interferem nas condi¢des normais do
tecido, provocando alteragdes na derme e epiderme, desencadeia a manifestagdo clinica
observada pelas lesdes de cada paciente. Além disso, estes fatores em conjunto podem ser a
causa, ainda desconhecida, que conduziria a ineficiéncia do tratamento. As técnicas de
microscopia de luz e eletronica nos permitiu investigar o tecido sob diferentes perspectivas,
acrescentando sentido aos resultados do trabalho e gerando informagdes complementares. A

partir deste trabalho, outras abordagens podem ser criadas, realizando novas correlagdes entre os
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dados socio-demograficos, clinicos e imunoldgicos. Uma vez que identificamos a populacdo
celular, estas podem ser caracterizadas de acordo com a expressdo de citocinas e demais
moléculas envolvidas na patogénese das doengas infecciosas e, entdo, levar a compreensdo do

complexo percurso de uma doenga contraditoria ao tratamento precoce.
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7 CONCLUSAO

A resposta inflamatéria compde-se de um amplo espectro de células, principalmente
linfocitos T CD3" e seus subtipos TCD4" ¢ TCDS8", além de macrofagos CD68*. As células
inflamatdrias estdo envolvidas no processo que permanece ativo mesmo apds a diminui¢do
significativa da carga parasitdria. Desta maneira, ndo se caracterizam as amastigotas de L.
braziliensis protagonistas do dano tecidual, mas a composi¢do de uma resposta inflamatdria com
extenso conteudo linfocitario e com destaque para os macrofagos que, em tese, deveriam garantir
a efetiva destrui¢do do parasita, mas associam-se a destruicao tecidual. Contudo, observamos que
os macrofagos foram correlacionados ao niimero de amastigotas na LCC, a area de necrose
durante todo o curso da doenca, e ao tamanho da lesdao na LCR, sugerindo seu papel deletério.
Podemos concluir com nossos achados que a resposta inflamatéria € importante para conter o
parasita, mas contribui para a destrui¢ao tecidual, levando uma lesdo papular recente a progressao

para uma ulcera tipica de leishmaniose cutanea.
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GLOSSARIO

ACANTOSE: hiperplasia difusa da epiderme (KUMAR et al., 2007).

CELULA GIGANTE: frequentemente, células epitelidides se fusionam para formar as
células gigantes na periferia ou, as vezes, no centro de granulomas. Essas células tém
uma grande massa citoplasmatica e pode conter cerca de 20 ou mais pequenos nucleos
(KUMAR et al., 2007).

ESPONGIOSE: Edema intercelular da epiderme (KUMAR et al., 2007).

EXOCITOSE: Infiltragdo da epiderme por células mononucleares (KUMAR et al.,
2007; SAMPAIO; RIVITTIL 2001).

HIPERCERATOSE: Espessamento do estrato cdrneo moderado ou excessivo,
frequentemente associado com uma anormalidade qualitativa da queratina (KUMAR et
al., 2007).

FIBROSE: alteracdo do coldgeno com fibras espessas, compactas e hialinizadas. Esta
associada com doencas inflamatdrias cronicas e pode ser encontrada em cicatrizes
hipertroficas e queldides (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

GRANULOMA: caracterizam-se por uma disposi¢do constantemente ordenada em
arranjo peculiar dos seus elementos inflamatdrios, isto €, alteragdes e neoformagdes
vasculares, proliferacdo fibroblastica, infiltragdes celulares de histiocitos, células
epitelidides, linfocitos, plasmocitos e caracteristicamente células gigantes (KUMAR et
al., 2007).

NECROSE: refere-se ao espectro de alteragdes morfoldgicas seguidas de morte celular
em tecidos vivos, resultante de um processo de degradagdo progressivo. Ocorre apos
condi¢des anormais de estresse, como isquemia e lesdo quimica, e ¢ sempre patologico.

A aparéncia morfologica da necrose ¢ resultado da desnaturacdo de proteinas
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intracelulares e digestdo enzimatica das células durante reagdes inflamatorias (KUMAR
etal.,2007).

PLASMOCITOS: tem um citoplasma abundante extremamente basofilico, homogéneo e
nitidamente definido. A distribui¢do regular de particulas de cromatina d4 ao ntcleo
uma aparéncia de “roda de carro¢a”. Dado que estas células sdo teciduais, incomuns na
circulagdo periférica, pode presumir-se que, na derme, se desenvolvem a partir de
linfocitos B.

(ELDER, 2009).

VASCULITE: ¢ um processo clinico-patologico caracterizado por inflamagao e necrose
de vasos sanguineos. E frequentemente associada ao comprometimento da luz vascular

e alteragdes isquémicas relacionadas (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacgéao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

O Sr(a). esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa sobre a doenga
Leishmaniose. Depois de ser informado sobre a pesquisa, se o(a) senhor(a) aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas copias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do
pesquisador responsavel. A sua ndo participagdo na pesquisa ndo afetara, de forma alguma, no
seu tratamento.

O projeto de pesquisa tem o titulo de “Avaliacdo da resposta inflamatoria in situ na
leishmaniose cutanea recente”.

Objetivo do estudo:

Informamos que o(a) Sr(a). ndo serd beneficiado(a) diretamente por este estudo. Esclarecemos
que Os resultados do exame e as informagdes que o(a) Sr(a). der ao médico contribuirdo para
realizarmos técnicas de diagnostico e na busca da cura da Leishmaniose cutanea humana (LC).
Utilizaremos os dados clinicos do seu prontudrio médico ¢ o material biologico coletado sera
armazenado ao longo da execugdo do projeto de pesquisa de acordo com a resolugdo CNS
441/2011.

Caso o(a) Sr(a). participe desse estudo, sua informagdes pessoais serdo mantidas em segredo e
ninguém sabera sobre elas a ndo ser o pesquisador responsavel e sua equipe, pois eles terdo
acesso aos dados do seu prontuario.

O(a) Sr(a). pode tirar duvidas a qualquer momento com o pesquisador responsavel pelo estudo
Dr. Sérgio Arruda (telefone para contato: 71-3176-2232 ou 3176-2252) ou com o Comité de
Etica em Pesquisa do CPqGM/FIOCRUZ, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — Fiocruz, Rua
Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Salvador-BA, CEP: 40296-710, tel (71) 3176-2285.

Favor assinar e preencher abaixo se estiver de acordo com o convite.

Eu, , concordo em participar

deste projeto de pesquisa a ser desenvolvido pelo Dr. Sérgio Arruda no Laboratorio Avangado
de Saude Publica (LASP/CPqGM/Fiocruz), com o apoio do Servigco de Imunologia do Hospital
Professor Edgard Santos (SIM - HUPES). Participarei por minha propria vontade, sem receber
qualquer remuneragdo e para ajudar no sucesso da pesquisa.

Procedimentos: Comegaremos aplicando uma anestesia local e superficial com o uso de uma

seringa. A picada da seringa deve causar um leve e rapido desconforto. Quando a anestesia
estiver fazendo efeito, um pedacinho da area da les@o serd retirado (biopsia de pele), utilizando
um instrumento simples chamado punch, esta biopsia servira para o diagnostico e pesquisa da
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doencga. A anestesia vai deixar de fazer efeito em poucas horas, o local da lesdo sera coberto
com um curativo e vai cicatrizar naturalmente dentro de poucos dias.

Saida ou desisténcia do estudo: Vocé pode recusar ou se retirar do estudo, tirar dividas com

os pesquisadores sobre a pesquisa ou tomar conhecimento dos resultados dos exames, além de
ter acompanhamento e orientac@o ao tratamento nos ambulatorios especificos.

Sei que estas informagdes estdo de acordo com as normas éticas sobre a pesquisa com seres
humanos, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de
Satde, do Ministério da Satde, resolugdo n° 466/11 e complementares. Fui informado que todos
os dados serdo mantidos em segredo e que posso me retirar deste estudo a qualquer momento,
sem problemas para meu acompanhamento ¢ da minha familia, e também, ndo sofrerei nenhuma
pena ou situagdo de vergonha.

Eu 1i, recebi uma copia deste termo e ouvi as explicagdes orais sobre as minhas dividas.
- Sobre o armazenamento da amostra de pele retirada (biopsia) até o fim do estudo:
() Autorizo () Nao autorizo

- Sobre a possibilidade de utilizagdo da amostra coletada e meus dados em outras pesquisas,
segundo a legislacdo vigente:

() autorizo, de acordo com a legislagdo vigente () ndo autorizo
- Sobre a utilizagdo de dados clinicos obtidos em meu prontuario:
() Autorizo () Nao autorizo

) 5 de de

Assinatura do (a) participante:

Impressao Datiloscopica (em caso de ndo saber assinar o nome).

Assinatura do médico entrevistador:

Assinatura do pesquisador:




DADOS COMPLEMENTARES

Tabela com sumario de correlagdes ndo significativas.
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Variavel 1 Variavel 2 Grupo(n) p R
N° de amastigotas Area de inflamagdo (%) LCR (15) 0,83 0,05*
N° de amastigotas Area de inflamagdo (%) LCC(28) 0,70 0,07*
N° de amastigotas Area de necrose (%) LCR (15) 0,58 0,20*
N° de amastigotas Area de necrose (%) LCC(28) 0,14 0,32%
N° de amastigotas Tamanho da lesdo (mm?) LCR (14) 0,01 0,74*
N° de amastigotas Tamanho da lesdo (mm?) LCC(28) 0,14 0,09*
Area de inflamagdo (%) Tamanho da lesdo (mm?) LCR (14) 0,18 0,39*
Area de inflamagdo (%) Tamanho da lesdo (mm?) LCC(28) 035 -0,18
Area de necrose (%) Tamanho da lesdo (mm?) LCR (14) 036 027°
Area de necrose (%) Tamanho da lesdo (mm?) LCC(28) 093 0,01*
Linfocitos T CD3* Tamanho da lesdo (mm?) LCR (9) 0,52 0,25%
Linfocitos T CD3" Tamanho da lesdo (mm?) LCC(10) 0,83 0,07*
Linfocitos T CD3* Area de necrose (%) LCR (7) 0,84 -0,08?
Linfocitos T CD3* Area de necrose (%) LCC(10) 0,89 -0,04*
Linfocitos T CD3"* N° de amastigotas LCR (9) 0,84  0,08*
Linfocitos T CD3* N° de amastigotas LCC (10) 0,80 0,08
Linfocitos T CD4* Area de inflamagdo (%) LCR (7) 0,10 0,67*
Linfocitos T CD4* Area de inflamacdo (%) LCC (8) 0,60 0,21*
Linfécitos T CD4" Area de necrose (%) LCR(6) 0,68 0,2
Linfocitos T CD4* Area de necrose (%) LCC(10) 096 0,01*
Linfocitos T CD4* N° de amastigotas LCR (7) 0,08 0,71*
Linfocitos T CD4* N° de amastigotas LCC (8) 0,14 0,54%
Linfocitos T CD4* Tamanho da lesdo (mm?) LCR (6) 1,00 0,022
Linfocitos T CD4* Tamanho da lesdo (mm?) LCC (8) 0,14 0,54%
Linfocitos T CD8* Area de inflamagdo (%) LCR (15) 0,13 0,40
Linfocitos T CD8* Area de inflamagdo (%) LCC (27) 0,07 0,34°
Linfocitos T CD8* Area de necrose (%) LCR (15) 0,06 -0,48°
Linfocitos T CD8* Area de necrose (%) LCC (27) 0,83 -0,04°
Linfocitos T CD8* N° de amastigotas LCR (15) 0,05 0,37
Linfocitos T CD8* N° de amastigotas LCC(27) 051 0,18°
Linfocitos T CD8* Tamanho da lesdo (mm?) LCR (14) 0,88 -0,02°
Linfocitos T CD8* Tamanho da lesdo (mm?) LCC (27) 091 0,03
Plasmocitos CD138" Area de necrose (%) LCR (15) 0,56 0,16
Plasmocitos CD138" Area de necrose (%) LCC (28) 0,64 -0,09°
Plasmocitos CD138" N° de amastigotas LCR (15) 0,99 -0,00°
Plasmocitos CD138" N° de amastigotas LCC(28) 0,97 0,00°
Plasmocitos CD138" Tamanho da lesdo (mm?) LCR (14) 0,88 0,04
Plasmoécitos CD138" Tamanho da lesdo (mm?) LCC(28) 021 0.24°

b

NOTA:?= Correlagio linear de Spearman.’ = Correlagdo linear de Pearson.



