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PEREIRA, R.P. Estudo comparativo das caracteristicas clinicas e da resposta
iImune in situ entre pacientes com forma cutanea localizada e forma cuténea
disseminada da Leishmaniose Tegumentar Americana atendidos no
Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, 1989 a 2014.
Rio de Janeiro, 2017. 95f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas
Infecciosas] - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundagdo Oswaldo
Cruz.

RESUMO

A leishmaniose cutanea disseminada (LDi) caracteriza-se por um nuamero elevado (>
10) de lesBes cutaneas, polimérficas, em varios segmentos corporais, podendo ou
ndo atingir mucosas. A eficacia do tratamento especifico € motivo de controvérsia.
Apesar de dados ja publicados, questbes relativas as caracteristicas clinicas, a
resposta terapéutica e ao perfil imunolégico dos pacientes, quando comparados com
0s pacientes com a forma cutanea localizada com lesédo Unica de LTA, permanecem
a ser respondidas. Neste contexto, estudamos uma coorte histérica de pacientes
com LDi atendidos no LapClinVigileish (INI-Fiocruz) entre 1989 e 2014. Os pacientes
com diagnéstico de LDi (n=17) foram comparados com pacientes apresentando
forma cutanea localizada (LCL - n=34). Foi realizado levantamento de dados
clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos, e estudo imunolégico in situ no qual se
avaliou a presenca de células CD4", CD8", CD68", mastdcitos, neutrofilos, células
NK, Ki67", CD25", expressdo de NOS2 e amastigotas em fragmentos de lesbes
cutdneas coletadas no momento do diagndstico. A confirmacdo diagndéstica foi
realizada por histopatologia e imuno-histoquimica. Os pacientes de LDi eram
predominantemente do sexo masculino, com frequente acometimento de cabeca e
de mucosas. Ndo houve diferencas na positividade de exames parasitologicos,
IDRM e sorologia entre os dois grupos. Apesar do maior nimero de casos de
insucesso terapéutico primario nos casos de LDi, todos os pacientes obtiveram cura
das lesdes apos repeticdo ou modificacdo do esquema terapéutico. Os estudos in
situ demonstraram semelhancas nas concentracbes de células CD8", Ki67",
macrofago, neutrdfilo, NK e expressdo de NOS2 nos dois grupos. No entanto, LCL
apresentou maior concentracdo de células CD4" e mastdcitos, enquanto LDi
apresentou maior nimero de células CD25*. Como conclusio, obtivemos algumas
caracteristicas clinicas e do processo inflamatorio que diferiram quando LCL e LDi
eram comparados. No entanto, nenhum deles foi suficiente, isoladamente ou em
conjunto, para distinguir de forma clara LCL de LDi. Baseado na literatura que
reporta dificuldade de curar a LDi o Ministério da Saude recomendou recentemente
aumentar o tempo de administracdo e a dose de antimoniato de meglumina para
esta forma de doenca. Por este motivo, os profissionais de salde devem ser
capazes de reconhecer e tratar a LDi de forma adequada.

Palavras-chave: LTA, leishmaniose disseminada, leishmaniose cutanea localizada,
caracteristicas clinicas, imuno-histoquimica, resposta imune in situ.



PEREIRA, R.P. Comparative study of the clinical characteristics and the in situ
immune response between patients presenting localized and disseminated
cutaneous form of American Cutaneous Leishmaniasis treated at the
Laboratory of Clinical Research and Surveillance in Leishmaniasis, 1989 to
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ABSTRACT

The disseminated cutaneous form of leishmaniasis (LDi) is characterized by a high
number (> 10) of polymorphic cutaneous lesions spread in several body segments,
with or without mucosal lesions. The response to specific treatment is controversial.
Despite the literature information, questions related to the clinical characteristics,
therapeutic response and the immunological profile of these patients remain to be
answered, mostly when they are compared with the profile of patients with a unique
localized cutaneous form of ACL. In this context, we evaluated a historical cohort of
patients with LDi followed by LaPClinVigileish (INI-Fiocruz) between 1989 and 2014.
Patients with a diagnosis of LDi (n = 17) were compared to patients presenting
localized cutaneous form (LCL = 34). In addition to clinical, laboratory and
epidemiological date, we performed an in situ immunological study to evaluate the
quantity of CD4", CD8", CD68" cells, mast cell, neutrophil, NK cells, Ki67", CD25"
cells, NOS2 expression and amastigotes on fragments of cutaneous lesions collected
during diagnosis. The diagnostic confirmation was done by histopathology and
immunohistochemistry. The LDi patients were predominantly male, with frequent
involvement of the head and mucous membranes. There was no difference in the
positivity of parasitological exams, IDRM and serology between the two groups.
Despite the greater number of cases of primary therapeutic failure in LDi, all patients
were cured after repeated 1-3 cycles of treatment or after treatment adjustment. In
situ studies showed similarities in CD8, Ki67, macrophage, neutrophil, NK and NOS2
concentrations when the two groups were compared. However, LCL exhibits the
highest concentration of CD4" cells and mast cells, while LDi had the highest number
of CD25" cells. These results alone are not enough to suggest an increase of the in
situ inflammatory activity in either group. Other markers should be evaluated in order
to better verify the characteristics of the in situ inflammatory process which could be
involved in the development of LDi. In conclusion, we obtained some clinical and
inflammatory characteristics that differed when LCL and LDi were compared.
However, they are not sufficient, either alone or in combination, to clearly separate
LCL from Ldi. The literature reports a possibility of difficulty in healing LDi, so health
professionals should be aware during the follow up and the therapeutic response in
LDi to intervene early and correct the therapeutic scheme used if necessary.

Key words: LTA, disseminated leishmaniasis, localized cutaneous leishmaniasis,
clinical characteristics, immunohistochemistry, in situ immune response
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1. INTRODUCAO
1.1 DOENCA E SUA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA NO BRASIL

As leishmanioses sdo antropozoonoses que constituem importante problema
de saude publica devido a sua alta incidéncia, ampla distribuicdo geografica,
diversidade de agentes etioldgicos, reservatorios, vetores de transmissédo e formas
clinicas (BRASIL, 2017).

As leishmanioses sdo divididas em leishmaniose tegumentar (LT) que pode
afetar a pele e/ou mucosas, notadamente de vias aerodigestivas superiores, e
leishmaniose visceral (LV) que acomete ©6rgdos e tecido do sistema
linfohematopoiético. Ambas sédo transmitidas ao ser humano pela picada de fémeas
infectadas de insetos da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género
Lutzomyia, genericamente denominados flebotomineos (BRASIL, 2017). Para
diferenciar as formas clinicas do Velho e Novo Mundo, conveniou-se denominar as
LT e LV que ocorrem no continente americano de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA).

No Brasil, a LTA é encontrada em todos os estados sendo considerada um
importante problema de saude publica no pais, tanto por sua distribuicdo/nimero de
casos, como pela potencial ocorréncia de lesdes deformantes que podem ocasionar
graves repercussdes psicoldgicas (BRASIL, 2017).

No estado do Rio de Janeiro, a LTA é causada quase exclusivamente pelo
protozoario Leishmania (Viannia) braziliensis, cuja transmissdo depende
principalmente da adaptacdo do vetor Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia ao
ambiente domiciliar e peridomiciliar (MARZOCHI & MARZOCHI 1994).

O numero de casos de LTA no territério brasileiro pode sofrer variacbes de
acordo com o periodo (Figura 1) e a regido (Figura 2). Segundo dados do Ministério
da Saude (MS), em 2015 foram detectados 19.395 casos de LTA no Brasil. Neste
mesmo ano a taxa de detecc¢do da doenca em nosso pais foi de 9,5 casos/100.000
habitantes, com as maiores taxas detectadas nas Regides Norte (51,1
caso0s/100.000), Centro-Oeste (19,0 casos/100.000 habitantes) e Nordeste (9,1
cas0s/100.000) (BRASIL/SINAN 2017).



o AV
~ NS\ VN

5 20.000 T

hi / \V4
15.000 [

- /\_j

5.000

R R R R

Figura 1 — Casos natificados de leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil, 1980
a 2015
Fonte: MS/SINAN (http://portalsaude.saude.gov.br)
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Figura 2 - Casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) por regifes brasileiras, 1980
a 2015
Fonte: MS/SINAN (http://portalsaude.saude.gov.br)
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1.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

A LTA é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa causada por diferentes
espécies do protozoario de género Leishmania que durante seu ciclo de vida
assume duas formas distintas: forma promastigota, flagelada, que é a forma
infectante, presente no tubo digestivo do inseto transmissor; e a forma amastigota,
sem flagelo livre, parasito intracelular obrigatorio dos tecidos do hospedeiro
vertebrado. Apesar de poder ser encontrado no interior de diferentes tipos celulares,
tem tropismo pelas células do sistema fagocitico mononuclear, sendo o macréfago a

principal célula alvo.

Nas Américas, 11 espécies de Leishmania foram identificadas como agentes
causais de LTA em ambos o0s subgéneros: Leishmania e Viannia (SILVEIRA,
LAINSON; CORBETT, 2004). No entanto, no Brasil, segundo o Ministério da Saude,
sete espécies foram encontradas e as trés principais sdo: Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis. A L. (V.) braziliensis é o agente mais frequentemente encontrado no
Brasil (SCHUBACH et al. 1998; BRASIL, 2017).

O parasito € identificado em animais silvestres e domésticos, sendo que nao
ha evidéncias cientificas que comprovem o papel destes Ultimos como reservatério,

sendo considerados como hospedeiros acidentais.

A transmissdo ocorre de um animal infectado para o homem através da
picada do inseto vetor de género Lutzomyia spp, cujas espécies envolvidas
dependem da localizacdo geogréfica. Durante a hematofagia o inseto vetor injeta
saliva contendo formas promastigotas metaciclicas que sédo entdo internalizadas por
fagdcitos e se transformam na forma amastigota, caracteristica do parasitismo. No
entanto, mais recentemente, tem sido discutida a possibilidade de transmisséao inter-
humana (ROSALES-CHILAMA et al., 2015)

O periodo de incubacéo no ser humano € em média de 2 a 3 meses, podendo
variar de 2 semanas a 2 anos (BRASIL, 2017).



1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA LTA

Classicamente a LTA apresenta duas formas clinicas principais: mucosas e
cutaneas. O quadro clinico da LTA depende ndo somente da espécie do parasito,

mas também da resposta imune do hospedeiro, principalmente a resposta imune

mediada por células.

Outros fatores que afetam a apresentacao clinica incluem: estado nutricional
do hospedeiro, presenca de comorbidades, quantidade e viruléncia de parasitos
inoculados e local da inoculagcdo (FARAH; KLAUS; FRANKENBURG; 1993). Neste

contexto, a LTA pode cursar com comprometimento cutaneo, mucoso e/ou

linfonodal.

Marzochi & Marzochi (1994) propuseram uma classificacdo clinica das

leishmanioses baseada nos aspectos clinicos e evolutivos (Figura 3).

(LTA)

Leishmaniose tegumentar americana

Leishmaniose
cutanea (LC)

H
Leishmaniose
mucosa (LM)

Leishmaniose visceral
americana (LVA) ou
calazar neo tropical

Forma cutanea localizada Unica
Forma cutanea localizada multipla
Forma cutanea disseminada
Forma recidiva cutis

Forma cutanea difusa

Forma mucosa tardia

Forma mucosa concomitante
Forma mucosa contigua
Forma mucosa primaria

Forma mucosa indeterminada

Figura 3 — Classificagéo clinica das leishmanioses no Brasil segundo Marzochi & Marzochi

(1994)

1.3.1 Leishmaniose Cutanea (LC)

e Forma cutanea localizada unica (LCL) (Figura 4): forma mais frequente, se

caracteriza por lesdo unica que se desenvolve no local de inoculagdo do parasito




pelo inseto vetor. Geralmente se manifesta como ulcera indolor, de bordas infiltradas
e centro eritematoso, granuloso, frequentemente acompanhada de linfadenite
satélite. Caso néo tratadas, tendem a cura espontanea em 6% dos casos (COTA;
SOUSA; FEREGUETTI, 2016), entretanto alguns casos evoluem com lesbes
mucosas concomitantes ou de surgimento posterior (PESSOA & BARRETO, 1948;
BRASIL, 2017). Costuma apresentar intradermorreacdo de Montenegro (IDRM)

positiva. Habitualmente apresentam boa resposta ao tratamento (BRASIL, 2017).

Figura 4 - Leséao tipica de leishmaniose cutanea localizada: tlcera oval de bordas regulares,

elevadas e fundo granuloso.

Fonte: LapClinVigiLeish — foto cedida pelo Dr. Marcelo Rosandiski Lyra

e Forma cutanea localizada multipla: semelhante a forma anterior, é sugerido
estar relacionada com multiplas picadas do vetor e as lesdes ndo costumam ser

numerosas (< 10 lesdes).

e Forma cutanea disseminada (LDi): é uma forma rara de LTA, correspondendo
a 2% dos casos (BRASIL, 2017). O quadro clinico inicia-se de forma classica com
uma ou poucas Ulceras seguida do surgimento de mudltiplas papulas e nédulos
chegando a um numero elevado (igual ou superior a 10) de lesdes cutaneas

polimorficas, afetando partes ndo contiguas do corpo.

e Forma recidiva cutis: esta forma ocorre apds cicatrizacdo espontanea ou

medicamentosa da Ulcera, com reativacao localizada geralmente na borda da leséo.



A resposta a terapéutica € pobre ou ausente e geralmente a IDRM apresenta-se
positiva.

e Forma cutanea difusa (LCD): € uma forma grave, rara, caracterizada por
multiplos nédulos, placas, tubérculos, papulas e infiltracdo cutanea difusa, atingindo
grandes extensdes corporais. Os pacientes com essa forma apresentam anergia
imunologica especifica caracterizada por auséncia de resposta imune celular a
antigenos de Leishmania spp. A resposta a terapéutica é pobre e a IDRM apresenta-
se negativa. No Brasil € mais frequente na regido Norte, sendo causada por

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

1.3.2 Leishmaniose Mucosa

A leishmaniose mucosa (LM) é caracterizada por lesbes destrutivas, de
evolugcdo arrastada, em geral nas mucosas do nariz, boca, faringe e/ou laringe
(MOREIRA 1994). A LM pode ocorrer varios anos ap0s a cicatrizacdo da leséo
cutanea primaria (forma mucosa tardia) (LAINSON, 1983), embora possa ocorrer de
forma isolada (formas priméria ou indeterminada) ou concomitante as lesdes
cutdneas adjacentes ou a distancia (formas contigua ou concomitante,
respectivamente) (SILVEIRA et al. 2009). Parece ser consequente a disseminacao
por via hematica (LLANOS-CUENTAS et al., 1985). Estima-se que 3 a 5% dos casos
de LC desenvolvam lesdo mucosa (BRASIL, 2017).

1.4 LEISHMANIOSE CUTANEA DISSEMINADA

A leishmaniose cutanea disseminada (LDi) foi primeiramente descrita
clinicamente por Costa et al. (1986) e imunologicamente descrita por Turetz et al.
(2002). Caracteriza-se por um numero elevado (>10) de lesGes cutaneas
polimorficas (acneiformes, nodulares, ulceradas, papulosas, pustulosas) (Figura 5 e
6), atingindo partes distintas, ndo contiguas do corpo (figura 5A), podendo ou néo
ser acompanhada de acometimento de mucosas em percentual variavel de casos
(TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011). A disseminacdo dos parasitos por

via hematica parece ser responsavel pelas numerosas lesfes cutaneas e pelo



acometimento de mucosas. Seu mecanismo ndo € conhecido, mas o rapido
surgimento de multiplas lesbes, a auséncia de linfadenopatia, assim como a
presenca de febre em alguns pacientes, reforcam a hipétese de disseminacao
hematica (CARVALHO et al., 1994; VIEIRA et al., 2002; TURETZ et al., 2002). E
pouco frequente no contexto da LTA (VIEIRA-GONCALVES, 2008), porém alguns
autores tém observado um incremento em sua ocorréncia (TURETZ et al., 2002;
MACHADO et al., 2011; VERNAL et al., 2015). Pode ser causada por espécies
distintas de Leishmania — L. braziliensis e L. amazonensis (GALVAO et al., 1993;
CARVALHO et al., 1994; COUPPIE et al., 2004; CALVOPINA et al., 2005). Propde-
se que variacfes antigénicas entre as espécies de Leishmania poderiam influenciar
o desenvolvimento de disseminacédo apés a infeccdo (TURETZ et al., 2002) e que
gendtipos diferentes de Leishmania (Viannia) braziliensis, distribuidos em areas
geograficas diferentes, seriam capazes de levar a expressdo de formas clinicas
distintas de leishmaniose (SCHRIEFER et al., 2009; QUEIROZ et al.,, 2012).
Também ja foi relatado que a LDi apresenta maior percentual de lesdo mucosa,
quando comparada a LCL (respectivamente 28% e 1,3%) (VIEIRA et al., 2002).
Ocorre com mais frequéncia em homens com mais de 20 anos e que trabalham no
meio rural. Em pacientes com AIDS esta forma foi encontrada em até 60% dos
casos (LINDOSO et al., 2009). Ja em relatos anteriores feitos por Carvalho et al.

(1994) a sorologia para HIV foi negativa em todos pacientes com LDi avaliados.

Apesar do grande numero de lesBes, na LDi a maioria dos pacientes
responde bem ao tratamento e geralmente de forma mais rapida que a LCL (VIEIRA
et al., 2002). Mesmo 0s casos com resposta proliferativa primaria de linfécitos (RPL)
baixa ou negativa respondem ao tratamento e revertem a RPL para positivo
(CARVALHO et al., 1994). No entanto, a0 compararem resposta terapéutica entre
pacientes com LCL e LDi, Turetz et al. (2002) demonstraram que menos de 40% dos
pacientes com LDi avaliados tiveram suas lesdes curadas com apenas um ciclo do
tratamento. Os quadros com falha terapéutica normalmente tém envolvimento de
mucosa (CARVALHO et al., 1994). Neste contexto, em série descrita por Machado et

al. (2011) houve falha terapéutica em 76% dos casos.



Figura 5 — Aspectos clinicos da leishmaniose tegumentar americana. Leishmaniose cutanea
disseminada (LDi) — A e B - lesbes polimorficas tipo placas infiltradas ulceradas distribuidas

em todo corpo.

Fonte: LapClinVigileish- foto cedida gentilmente pelo Dr Marcelo R. Lyra

Figura 6 — Aspectos clinicos da leishmaniose tegumentar americana. Leishmaniose cutanea
disseminada (LDi): lesdes tipo placa eritematosa, infiltradas, ulceradas acometendo face (A),

maos e abdome (B).

Fonte: LapClinVigileish



1.5 ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA LTA

Os protozodrios que causam as leishmanioses sdo parasitos intracelulares
obrigatérios que se multiplicam dentro das células do sistema fagocitico
mononuclear nos hospedeiros vertebrados. Os resultados até agora publicados
apontam para que diferentes espécies de Leishmania, bem como a resposta
imunolégica do individuo, determinem a forma clinica e influenciem na resposta ao
tratamento (revisto por CONCEICAO-SILVA et al., 2014; AZEREDO-COUTINHO e
MENDONCA, 2014).

Na infeccdo pela Leishmania spp, apdés a inoculacdo na pele, as formas
promastigotas desencadeiam um processo inflamatorio local inespecifico,
constituido inicialmente por células natural killer (NK), polimorfonucleares (neutrofilos
e eosinodfilos), macréfagos e pela ativacdo do sistema complemento. A adesdo da
Leishmania spp a superficie do macréfago é essencial para sua fagocitose.
Diferentes moléculas presentes na superficie da Leishmania spp, como a
glicoproteina 63 (gp63) e o lipofosfoglicano (LPG) interagem com receptores nos
macrofagos levando a internalizacdo do parasito, e a partir dai ocorre uma série de
reacBes bioquimicas que podem levar a ativacdo ou inibicdo da célula hospedeira
(AZEREDO-COUTINHO e MENDONCA, 2014).

O principal mecanismo de defesa imunolégica do hospedeiro contra a
infeccdo por L (V.) braziliensis depende da imunidade celular mediada pelos
Linfocitos T CD4". Para dar inicio a resposta imune celular especifica, as células de
Langerhans/dendriticas, presentes na epiderme, processam e apresentam antigenos
parasitarios aos linfocitos T CD4" localizados nos linfonodos regionais. Estas tem
importancia na qualidade da resposta imune celular especifica na Leishmaniose,
pois regulam a atividade leishmanicida no interior dos macréfagos. Os linfécitos T
CD4" sdo classificados em subpopulacdes, de acordo com o perfil de citocinas
secretado. Os linfécitos TCD4" mais bem caracterizados s&o: T helper 1 (Thl) e T
helper 2 (Th2). Ja esta bem estabelecido, em modelo murino, que a evolugdo da
infeccdo pela Leishmania major € dependente do subgrupo de células Th
predominante (REED & SCOTT, 1993). As evidéncias demonstram que um infiltrado
inflamato6rio com predominio de IFN-y (interferon-gama), produzido principalmente

por células Thl, se correlaciona com resisténcia a infeccdo (ROGERS et al., 2002;
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revisto por CONCEICAO-SILVA et al., 2014; GOMES-SILVA et al., 2014). Ao
contrario, a prevaléncia de células Th2 se correlaciona a susceptibilidade e
incapacidade de controle parasitario (REED & SCOTT, 1993;).

O padréo de resposta eficaz € a que ocorre nos individuos com a forma LCL
ou naqueles que ndo desenvolvem a doenca. A resposta imune nesses individuos é
caracterizada por uma producdo de citocinas proinflamatérias, com predominio de
citocinas Thl, como IFN-y, interleucina (IL)- 2 e TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) (MENDONCA et al., 1986; SILVEIRA et al. 2009; CONCEICAO-SILVA et al.,
2010; SOUZA et al., 2012). No entanto, a resposta reguladora de citocinas do tipo 2
também esté presente na forma LCL, pela producao de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator
transformador de crescimento-beta (TGFB). No entanto, uma resposta Thl
exagerada pode levar a dano tecidual e tem sido associada a imunopatogénese da
LM (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et al., 2002). Assim, a resposta
do tipo 1 equilibrada, com producéo de citocinas tais como IFN-y, IL-12 e TNF-a séo
indispensaveis para o controle da infec¢cdo por Leishmania spp nos macréfagos
(GREEN et al., 1990), as principais células hospedeiras para este parasito nos
mamiferos (NADERER & MCCONVILLE, 2011).

Alguns efeitos de citocinas sado fundamentais para a evolucdo das lesbes de
LTA. IFN-y leva a estimulacdo dos macréfagos através da expressdo da enzima
NOS2 (6xido nitrico sintase do tipo 2) e a consequente producdo de NO (6xido
nitrico) e radicais superoxidos que sdo os principais mediadores da morte do
parasito. Kima e Soong (2013) demonstraram claramente que a infeccdo por
espécies do subgénero Viannia leva a uma ativacdo significativa de macréfagos nos
casos de LCL. Em adicéo, na forma LCL, quando comparadas as concentracdes de
macrofagos ativados e ndo ativados, verificou-se uma densidade 1,5 vezes maior de
macréfagos ativados (CASTRO GOMES et al., 2017)

Por outro lado, uma resposta imune com predominio de citocinas Tipo 2 tais
como IL-4, IL-5 e IL-10 diminuem a expressao da enzima NOS2 resultando na
deficiéncia de estimulacdo dos macréfagos ao seu estdgio parasiticida com
consequente proliferagdo parasitaria e uma doenca grave de dificil tratamento, como

no caso da forma cutanea difusa (MASPI et al., 2016).

Em adicdo ao paradigma Th1/Th2, outras subpopula¢gbes de células T, tais

como células Th17, caracterizada pela producéo de citocinas inflamatorias (IL-22, IL-
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17), e células T reguladoras (T reg) aliadas a producao de citocinas reguladoras (IL-
10, TGF-B) contribuem para progressdo ou melhora da doenca dependendo da
espécie da Leishmania e das caracteristicas genéticas do hospedeiro (MASPI et al.,
2016).

Apesar de ainda faltarem alguns dados, hoje j4 € possivel uma associagédo
entre tipo de resposta imune e evolucao clinica da infeccdo. Em conjunto se pode
inferir que um espectro de formas clinicas da LTA pode se desenvolver na
dependéncia das caracteristicas da resposta imune mediada por células e da
espécie/viruléncia do parasito. A figura 7 demonstra os diferentes padrdes de

resposta imune que ocorrem nas diferentes apresentacdes clinicas.

Leishmaniose tegumentar americana

Leishmaniose Leishmaniose Leishmaniose
mucosa * cutanea cutanea difusa

L. braziliensis*
L. amazonensis
L. guyanensis

L. braziliensis* L. amazonensis

Parasitos: ++
macrofagos: ++
imun.celular: ++

Parasitos: +
macroéfagos: +
imun.celular: ++++

Parasitos: ++++
macrofagos: ++++
imun.celular: -

Ac: +++ Ac: + Ac: ++++
IFN-y#++++ - IFN-y:+++ - IFN-y: -
IL-10: ++ IL-10: ++ IL-10:++++

Legenda: * Principal espécie causadora de leishmaniose cutédnea no Brasil.
Ac: Anticorpos
IFN-y: Interferon gama
IL-10: Interleucina 10
- auséncia
+ Presenca : + leve; ++ moderada; +++ intensa; ++++ muito intensa

Figura 7 — Fisiopatogenia da leishmaniose tegumentar americana no Brasil

Fonte: BRASIL, 2017
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Como pode ser observado na figura 7, a resposta eficaz e equilibrada é
caracteristica da LCL, em que as lesGes sdo caracterizadas pela intensa atividade
de macrofagos ativados aos estagios parasiticidas através da predominancia de
células Thl que se correlaciona com resisténcia a infeccdo e controle da carga
parasitaria (PIRMEZ et al., 1993; MORGADO et al., 2008). Ja na LM ocorre uma
resposta imune celular exacerbada e desequilibrada com aumento expressivo de
citocinas Th1 como o IFN-y (PALMEIRO et al., 2012). E sugerido que essa resposta
descontrolada possa ser responsavel pelo importante dano tecidual, explicando o
surgimento de lesGes destrutivas, extensas, de dificil tratamento. Por outro lado, na
LCD (Leishmaniose cutanea difusa) ocorre depressao da resposta imune celular
especifica, observada pela auséncia de producdo de IFN-y e o predominio de
células Th2 resultando na estimulacdo ineficaz dos macréfagos e,
consequentemente, no aumento da carga parasitaria evoluindo para uma doenca

grave de evolucao crbnica que pode responder mal ao tratamento (BRASIL, 2017).

A forma cutanea disseminada (LDi) pode apresentar comportamento clinico e
terapéutico variado e a resposta imune destes casos ainda ndo € totalmente
conhecida. Assim, caracterizar a resposta inflamatoria local, tipo e funcdo das
células envolvidas é importante para a compreensdo das diferentes apresentacoes

clinicas de LTA.

1.6 ASPECTOS HISTOLOGICOS E IMUNOLOGICOS LDi versus LCL

Alguns aspectos da resposta imune foram descritos na LDi e algumas

comparacdes com os aspectos da LCL foram publicados.

Em relacdo aos aspectos histopatolégicos, os achados na LDi mostram-se
semelhantes aos casos de LCL com reacdo granulomatosa com infiltracdo de
linfécitos e proliferacédo vascular (TURETZ et al., 2002). Apesar da semelhanca, LCL
apresenta mais espongiose, granuloma e necrose litica; enquanto casos de LDi
apresentam aspectos distintos na epiderme (lesdes tipo Ulcera na LDi apresentam
hiperqueratose, espongiose e aumento da inflamacédo; lesdo papulosa na LDi
apresenta crosta de fibrina, acantose e menor inflamacao), mas sdo semelhantes na
derme (DANTAS et al., 2014). Diferente da LCL, na LDi ha menor frequéncia de

hiperplasia epidérmica e a ocorréncia de reacao perifolicular nas les6es acneiformes
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€ maior. Na LDi também foi verificada a presenca de edema perivascular e papilar
com vasculite, podendo também serem visualizados necrose e granuloma com ou
sem células gigantes (TURETZ et al., 2002; DANTAS et al., 2013). Vasos e células
endoteliais ativadas eram proeminentes nas lesGes cutaneas, havendo correlacéo
entre a quantidade de vasos e extensdo da area de inflamacdo (MENDES et al.,
2013). Nos dois artigos publicados nado foi possivel estabelecer o tempo de evolugéo
através da histopatologia/imuno-histoquimica ou predizer se a lesdo evoluiria para
cura ou progressao (DABOUL, 2010; DANTAS et al., 2014).

Ha sugestdo de processo inflamatorio progressivo e continuo (TURETZ et al.,
2002), porém sem diferenca de celularidade entre LCL e LDi, com predominio de
células T, entre as quais T CD8" eram as mais presentes (69% das células T)
seguidos de macrofagos e células B, sendo que suas concentracdes poderiam variar
de acordo com a intensidade da inflamacédo (VIEIRA et al., 2002; DANTAS et al.,
2014; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Apesar de a maioria dos estudos
demonstrar predominio de células CD8" nas lesdes, semelhanca na relacdo CD4-
CDS8 ja foi descrita (VIEIRA et al., 2002). Em um anico artigo publicado foi realizada
a associacdo entre progressdo da lesdo e a presenca de células CD8" com
expressao de granzima B, o que poderia auxiliar no controle da carga parasitaria,
mas ao mesmo tempo facilitaria a injuria da membrana basal, levando a ulceracéo
(DANTAS et al., 2013). H& controvérsias em relacéo ao papel de células T CD8" na
LTA: alguns estudos demonstram aumento da frequéncia dessas células em
pacientes curados de LTA sugerindo uma patrticipacdo benéfica na resposta imune
contra a Leishmania spp (DA-CRUZ et al., 1994; CUNHA et al., 2016). No entanto,
outros estudos mostram que essas células também participam da doenca ativa e
estdo envolvidas com dano tecidual (CASTRO GOMES et al., 2017).

As lesbes de LDi tém tendéncia a apresentar altas taxas de anticorpos,
mesmo 0s casos com resposta linfoproliferativa baixa ou negativa (CARVALHO et
al., 1994). A producgédo de anticorpos parece estar relacionada as formas mais graves
da infeccdo; no entanto, em modelo murino de leishmaniose cutanea, a deplecdo de

células B né&o alterou a suscetibilidade e resisténcia (VIEIRA et al., 2002).

Dantas et al. (2014) ndo detectaram grandes concentracfes de neutrofilos

nas lesbes de LDi, mas este dado precisa de confirmacéo pois Daboul (2010)
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discute que neutrdéfilos seriam presentes em fases iniciais e que, mesmo em fases

tardias poderiam responder a processo de reagudizagao.

Estudos in vitro da resposta imune no sangue periférico de pacientes
apresentando LDi sugerem a ocorréncia de uma mistura de respostas tipo 1 e tipo 2,
no entanto, algumas avaliagcdes apresentaram diferencas em seus achados. Alguns
autores sugeriram que pacientes com LDi poderiam apresentar diminuicdo de IFN-y
e TNF-a e tendéncia a aumento de IL-10 e IL-5 quando comparados aos pacientes
com LCL (CARVALHO et al., 1994; TURETZ et al., 2002; CARVALHO et al., 2015).
Estudos in situ indicam que TNF-a e NOS2 mostram-se semelhante entre LCL e LDi
(VIEIRA et al., 2002). A se considerar estes relatos, a expressdo semelhante de
NOS2 em les6es com menos quantidade de IFN-y sugere que NOS2 esteja sendo
estimulada por outras vias (MENDES et al., 2013).

Foi ainda sugerido o aumento da atividade inflamatdria vascular pela
deteccdo de células CD31" e o fator de Von Willebrand (vW), demonstrando que a
vascularizacdo pode ter um papel importante na evolucao clinica das lesées de LDi
(MENDES et al., 2013).

Em conjunto, a analise dos dados, mesmo com os resultados recentemente
publicados, indica que ainda ndo é possivel entender os mecanismos que
determinam o surgimento de lesGes disseminadas em pacientes com LTA. Neste
contexto, a avaliacdo de maior numero de pacientes e de marcadores de funcao de
resposta imune, principalmente aqueles ligados ao processo de regulacdo do
processo inflamatdrio, podera trazer esclarecimentos sobre a imunopatogenia da
LDi.

A LDi tem sido descrita na literatura em pacientes imunocompetentes, com
resposta positiva a IDRM e sem sinais de imunocomprometimento. No entanto,
foram relatados casos de LDi em individuos HIV positivos com imunodeficiéncia
avancada (SCHRANER, 2005; LINDOSO et al., 2009) ou nos quais a doenca pode
surgir como manifestagcdo de uma sindrome inflamatéria de reconstituicdo
imunoldgica (CHRUSCIAK-TALHARI, 2009), bem como em pacientes com outras
condicdes também causadoras de imunossupressao como uso cronico de
corticoides, diabetes, hipotireoidismo, sindrome de Down, linfedema (MOTTA et al.,
2003; AGHAEI, 2004; SADEGHIAN et al., 2005). No entanto, € preciso identificar se
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estas duas formas de apresentacdo de lesdes disseminadas na LTA podem ser
consideradas semelhantes, ja que o grau de comprometimento do sistema imune

pode ser diferente.

1.7 DIAGNOSTICO

A historia epidemioldgica e avaliacdo clinica podem ser insuficientes para a
confirmacédo diagnostica de LTA, sendo muitas vezes necessarios outros exames
complementares (BRASIL, 2017).

O diagnéstico laboratorial baseia-se em: exames parasitolégicos (pesquisa de
amastigota em esfregaco de lesdo ou imprint de fragmento de tecido, cultura em
meios artificiais, inoculacdo em animais experimentais), exame histopatoldgico
(hematoxilina e eosina, imuno-histoquimica), exames imunolégicos (IDRM,
Sorologia), exames moleculares (PCR — reacdo em cadeia da polimerase) (BRASIL,
2017). A pesquisa de amastigotas pela histopatologia/imuno-histoquimica e a PCR

podem também ser considerados exames parasitolégicos.

Os métodos parasitologicos, que podem ser diretos ou indiretos, sao
considerados de certeza porque se baseiam no encontro do parasito, ou de seus
produtos. Nos métodos diretos, a pesquisa das formas amastigotas pode ser
realizada através da escarificacdo, bidépsia com impressao por aposicao (imprint) ou
puncdo aspirativa das lesdes. A chance de encontrar o parasito é inversamente
proporcional ao tempo de evolucédo. De Mello et al. (2011), em estudo comparando a
sensibilidade de testes parasitoldégicos diretos das lesbes de LTA, encontraram
valores de 70% de positividade para imprint, 42,5% para escarificagcdo da borda
externa da lesédo e de 62,5% para escarificacdo da borda interna. Quando os trés
exames foram associados, resultaram em uma sensibilidade de 77,5%. Os exames
parasitolégicos indiretos visam o isolamento do parasito a partir de fragmento de
lesdo ou material retirado por puncédo aspirativa ou escarificacdo, semeado em
meios de cultura apropriados, como o agar-sangue de Novy e McNeal modificado
por Nicolle - NNN que permite a visualizacdo de formas promastigotas com boa
sensibilidade (FURTADO, 1980; ROMERO et al., 2001).
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Os indices de sensibilidade dos exames histopatologicos apresentam ampla
variacdo (FURTADO, 1980; AMATO et al., 2003), entretanto a imuno-histoquimica
demonstra maior sensibilidade que a coloracdo por hematoxilina-eosina para a
deteccao do parasito (QUINTELLA et al., 2009).

Além da  visualizagao direta/indireta do parasito, exames
imunologicos/moleculares como a IDRM, as reacfes sorologicas como ELISA,
Imunofluorescéncia e Teste da Aglutinacdo e os exames moleculares como a PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) podem ser usados como coadjuvantes no
diagnéstico de LTA.

A IDRM constitui-se hum marcador para avaliacdo da resposta celular de
hipersensibilidade tardia a antigeno de Leishmania spp inoculado por via
intradérmica e ndo é capaz de distinguir leséo ativa de infeccao passada. Apés 48h-
72h da injecao deve-se medir a area de induracéo da lesdo formada, sendo o exame
positivo quando o diametro desta area for maior ou igual a 5 mm. A positividade da
IDRM independe da duracdo das lesdes, do género ou da idade dos pacientes
(MANZUR& BARI, 2006), sendo de alta sensibilidade, com positividade proxima a
100% (FURTADO, 1980; MENDONCA et al., 1986; ANTONIO et al., 2014). Pode ser
negativa nas primeiras quatro a seis semanas a partir do inicio da lesdo cutanea
(BRASIL, 2017). Pacientes com LM costumam apresentar IDRM exacerbada
podendo ocorrer ulceracdo e necrose local, enquanto na forma cutanea difusa, na
forma visceral clinica e em individuos imunodeprimidos costuma ser negativa
(BRASIL, 2017).

Os testes soroldgicos baseiam-se na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania
no soro. Nos pacientes com LC, constatam-se niveis geralmente baixos ou
moderados de anticorpos especificos detectados por reacdo de imunofluorescéncia
indireta — RIFI, ou reacdo imunoenzimatica - ELISA, em comparacdo com 0s niveis
encontrados nos pacientes com LM, LCD e LV, entretanto, existem variagdes
individuais (GUIMARAES et al., 1983).
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1.8 TRATAMENTO

Os antimoniais pentavalentes constituem os farmacos de primeira linha para o
tratamento da LTA em qualquer apresentacao clinica (World Health Organization,
2010), e no Brasil a formulacdo disponivel € o antimoniato de meglumina (AM),
sendo recomendada dose de 10 a 20mg Sb**/kg/dia durante 20 dias (BRASIL,
2017). Caso nao ocorra cicatrizacdo completa da lesdo apds 3 meses do término do
tratamento recomenda-se um novo ciclo de AM. No caso de um novo insucesso,
sera considerada falha terapéutica e devera ser introduzido um medicamento de
segunda escolha, anfotericina B ou Pentamidina (BRASIL, 2017). O sucesso dos
antimoniais varia largamente (ROMERO et al., 2001). Vérios fatores foram
associados com falha terapéutica: mais de trés lesdes, tratamento prévio para LTA,
alto peso corporal e esquema de tratamento incompleto (RODRIGUES et al., 2006)
ou com subdoses (SOTO&SOTO, 2006), tratamento iniciado em lesbes com menos
de dois meses de evolucdo, e pacientes com resposta imune celular reduzida
(demonstrada pela baixa intensidade da reacdo da IDRM) (ANTONIO et al., 2014).
No entanto, estudos clinicos realizados no Rio de Janeiro sugerem que o0 uso de
esquemas regulares com baixa dose de AM (5mg Sb>*/kg/dia por 30 dias) por via
sistémica (SCHUBACH et al., 2005), tanto quanto por via intralesional do AM em
doses dependentes da area da lesdo (VASCONCELLOS et al.,, 2010) podem ser
mais faceis de administrar, permitindo tratamento mais eficaz com menor toxicidade
e custo, alcancando percentuais de cura semelhantes aqueles obtidos com doses
mais elevadas (OLIVEIRA et al.,2011; OLIVEIRA-NETO et al., 1997 ).

A anfotericina B é considerada de primeira escolha para o tratamento de
gestantes com LTA. Pacientes que a priori ndo possam utilizar o antimonial podem
ser tratados com anfotericina B ou pentamidina, sendo estes medicamentos de
segunda escolha também para aqueles que ndo obtiveram resposta satisfatoria ou
desenvolveram eventos adversos graves ap0s o uso do antimonial (BRASIL, 2017).
Outras drogas como metildopa e alopurinol tém sido empregadas sem dados
conclusivos (SCHUBACH et al., 2014).

A LDi pode responder bem ao tratamento convencional com antimoniais
pentavalentes (CARVALHO et al., 1994), porém existem casos descritos de

resisténcia medicamentosa nesta condigcdo (TURETZ et al., 2002), inclusive mé&
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resposta ao tratamento com anfotericina B (SCHRANER, 2005). Ma resposta
terapéutica foi observada em pacientes com LDi causada por L. amazonensis, mas
nao com L. braziliensis (CARVALHO et al., 1994). Em resumo, os relatos publicados
demonstram que este é um assunto ainda controverso, pois ndo ha estudos

suficientes para corroborar uma concluséo sobre resposta terapéutica da LDi.

Recentemente o Ministério da saude recomendou uma série de novas
diretrizes com relacdo ao tratamento da LDi. Segundo o Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar de 2017 a LDi deve ser tratada apenas em centros de
referéncia e na dose de 20mg Sb*>*/kg/dia por 30 dias. Nos pacientes com mais de
50 anos de idade, gestantes ou portador de certas comorbidades (HIV, insuficiéncia
renal, hepatica ou cardiaca) se recomenda o uso da Anfotericina B lipossomal na
dose de 2 a 3mg/kg/dia até atingir a dose total de 35 a 40 mg/Kg (BRASIL, 2017).
Ressalta-se que, anteriormente, aos pacientes com LDi era recomendado o0 mesmo
tratamento que para os pacientes com leishmaniose cutanea localizada Unica ou
multipla (BRASIL, 2010).

Tem sido verificado que as manifestacfes clinicas da LTA e a resposta ao
tratamento podem estar ligados ao estado imune do paciente e parcialmente
relacionados a espécie de Leishmania envolvida (LAINSON & SHAW, 1987).
Diferentes leishmanias comportam-se de modo diverso frente ao tratamento com
antimoniais pentavalentes, podendo algumas populacbes de Leishmania
desenvolver resisténcia a esta medicacdo, provavelmente por selecdo natural de
clones (CROFT et al.,, 2006; AZEREDO-COUTINHO et al., 2007). Neste sentido,
Saravia e colaboradores (1990) observaram associacdo entre espécies do

subgénero Viannia, especialmente L. (V.) braziliensis, com recaidas.

Parasitos foram isolados de cicatrizes apds a cura clinica e a presenca de
DNA de Leishmania spp foi detectada em amostras de sangue e cicatrizes de
pacientes curados (SCHUBACH et al., 1998; MORGADO et al., 2010). Os individuos
portadores de parasitos persistentes podem permanecer assintomaticos ou evoluir
com recaidas e recorréncias da doenca (SARAVIA et al., 1990). Por outro lado, o
fato de haver persisténcia parasitaria, possibilita que o sistema imune seja
constantemente estimulado, mantendo um pool de células efetoras especificas aos
antigenos de Leishmania spp sendo capazes de induzir uma acao protetora

(GOMES-SILVA et al., 2014). Os mecanismos que levam a lesdo mucosa
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permanecem por serem elucidados, mas a persisténcia de parasitos vidveis em
cicatrizes € importante para o entendimento do posterior desenvolvimento de LM.
Além disto, o status imunolégico do hospedeiro afeta a eficdcia da medicacao, sendo

falhas mais comuns em pacientes HIV - positivos (AMATO et al., 2004).

O fendmeno de falha terapéutica tem aumentado em numero nos ultimos
anos (RODRIGUES et al., 2006) e novas drogas tem sido testadas tanto in vitro
guanto em modelos experimentais, mas nenhuma das drogas testadas até o
momento demonstrou maior eficacia e/ou menos efeito adverso que as atualmente

€m uso.

1.9 ESTUDOS IN SITU NA AVALIACAO DA RESPOSTA
INFLAMATORIA NA LTA

Nos ultimos anos, a compartimentalizagcdo da resposta imune tem sido
considerada um fato e na LTA varios autores tem se debrucado na avaliagdo do
infiltrado inflamatério no sitio das lesées (revisto por CONCEICAO-SILVA et al.,
2010). Uma das formas mais diretas de avaliar o tipo, a organizacao e a intensidade
da resposta inflamatoria em lesdes teciduais é o estudo da expressdo de
marcadores celulares e funcionais in situ. Neste contexto, varias abordagens séo
possiveis: microscopia confocal, microscopia eletrénica, imuno-histoquimica, PCR e
hibridizacéo in situ. Todas se baseiam na utilizacdo de anticorpos monoclonais e/ou
policlonais e/ou sondas moleculares e na revelacdo da presenca desses marcadores
pela utilizacdo de complexos enzimaticos (exemplo - imuno-histoquimica),
marcadores flourescentes (microscopia confocal), compostos metalicos (microscopia
eletrdnica) ou sondas radioativas (hibridizac&o in situ), entre outros. Dentre as varias
possibilidades, a imuno-histoquimica tem sido amplamente usada na avaliacdo do
perfil inflamatério de tecidos. Dependendo dos marcadores celulares e/ou funcionais,

podem-se tracar perfis de atividade inflamatoria.

O arsenal de anticorpos primarios dirigidos aos diversos componentes da
resposta imune tem aumentado nos ultimos anos, permitindo uma avaliagdo mais
acurada das alteracdes teciduais provocadas pela inflamacdo. Alguns destes

marcadores sdo classicos e amplamente avaliados, mas outros tém surgido,
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principalmente aqueles que detectam atividade e funcionalidade, permitindo uma
avaliacdo mais detalhada do processo inflamatorio in situ e assim possibilitando uma
melhor correlacdo entre a resposta inflamatoria e a evolucdo das leses. Alguns

marcadores sao:

1.9.1 Linfocitos e suas subpopulacdes

Os linfocitos T sdo as principais células da resposta imune adaptativa. Eles se
dividem classicamente em linfécitos T auxiliares ou helper, linfécitos T citotoxicos e
linfécitos T reguladores, mas outras subpopulacées tém sido descritas como Th3 e
Th1l7 (ABBAS & LICHTMAN, 2015). Todos eles possuem receptores TCR (receptor
de células T) e CD3 e as moléculas correceptoras, CD4 e CD8 que sao
glicoproteinas transmembranares. A molécula CD4 se liga ao MCH-Il e esti
presente nos linfécitos T auxiliares e reguladores, assim como em células
apresentadoras de antigenos; e CD8 se liga ao MHC-I e esta presente nos linfocitos
T citotoxicos.

A molécula CD22 é um marcador para linfécitos B, pois é uma proteina
associada ao receptor de antigeno da célula B (BCR) e participa da regulacéo deste
tipo celular, via sinalizacdo transmembranar, em resposta a antigenos estranhos
(ABBAS & LICHTMAN, 2015).

1.9.2 CD 68 (Macréfagos), NOS2 (6xido nitrico sintase do tipo 2)

CD68 € uma glicoproteina transmembranar presente principalmente nos
lisossomos dos macréfagos e apresenta funcdo ainda desconhecida (ABBAS &
LICHTMAN, 2015).

A NOS2 é uma enzima celular que catalisa a sintese de NO (6xido nitrico) a
partir do aminoacido L-arginina, que atua nos mecanismos de citotoxicidade dos
macrofagos contra organismos intracelulares (Figura 8). Estudos mostram que, a
expressdo da NOS2 e a geragcao de NO em resposta a IFN- y e ao TNF-a séo
importantes no controle da infeccdo em diferentes espécies de Leishmania
(MORGADO et al., 2008). Citocinas anti-inflamatorias (IL-10, IL-4) diminuem sua

expressdo e consequentemente a producdo de NO, inibindo a eliminacdo de
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parasitos intracelulares em macréfagos humanos infectados, gerando formas graves
de leishmaniose (CONCEICAO-SILVA et al., 2014).
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Figura 8 — Acdo das enzimas 6xido nitrico sintase (NOSII) e arginase em macréfagos como
modulador de seu efeito em tripanossomatideos
Fonte: VINCENDEAU et al., 2003

1.9.3 Elastase Neutrofilica (Neutrofilos e precursores de neutroéfilos)

Os neutréfilos sdo células polimorfonucleares efetoras do sistema imune
inato, que sao produzidas na medula éssea e que, pela interacdo com monaocitos,
células dendriticas, células T e células B, através do contato célula a célula ou por
produtos secretados, influenciam a resposta inflamatoéria envolvendo a defesa do
hospedeiro, a fagocitose de microorganismos e a reparacéo de tecidos durante uma
infeccdo (NATHAN, 2006; NOVAIS et al., 2009). Podem ser detectados através de
marcadores enzimaticos como a elastase neutrofilica que € uma serina proteinase
presente nos granulos primarios de leucécitos polimorfonucleares os quais séo
liberados apos sua ativacdo (ABBAS & LICHTMAN, 2015).

NETs (“Neutrophil extracellular traps”, redes/armadilhas extracelulares
neutrofilicas) sdo estruturas extracelulares compostas principalmente por cromatina,
histona e proteinas especificas dos granulos de neutréfilos. As NETs sdo formadas
apos ativagao, seguida pela morte de neutrofilos por IL-8, lipopolissacarideos (LPS),
bactérias, fungos ou ativacao de plaquetas (BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2007).
NETs sédo dotadas de propriedades para prender e matar microrganismos distintos
tais como Mycobacterium tuberculosis, fungos, HIV-1, protozoarios, bem como
diferentes espécies de Leishmania (BRINKMANN & ZYCHLINSKY, 2007;
GUIMARAES - COSTA et al., 2009).
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Em recente estudo in situ em lesdes de LTA, Morgado et. al (2015)
descreveram correlagdo positiva entre o tamanho da NET e a quantidade de
amastigotas intactas, sugerindo que a migracao de neutroéfilos e a formacao de NET
poderiam ser estimuladas e mantidas por estimulos derivados do antigeno e da
carga parasitaria. Além disso, os autores observaram que as NETs estavam em

estreita proximidade com neutrdfilos e amastigotas.

1.9.4 Triptase de Mastocitos

Mastocitos sao descritos como principais células efetoras da reacéo alérgica,
mas também desempenham papel na resposta inata e adquirida. Possuem varias
enzimas em granulos citoplasmaticos e a triptase € considerada marcador destas
células. Além disso, Oliveira et al. (2005) publicaram resultados sugerindo
capacidade das formas promastigotas da L. braziliensis induzirem diretamente a
ativacdo dessas células favorecendo assim o estabelecimento inicial da infeccao.

Amato et al. (2008) evidenciaram reducdo do numero de mastocitos apos
tratamento tanto das formas cutaneas quanto das formas mucosas da leishmaniose,

associada com a diminuicéo de IL-4 e IFN-y.

1.9.5 CD56 (Células natural killer - NK)

Sao células com capacidade citotoxica, que apresentam alguns marcadores
de superficie, entre eles a molécula CD56. Esta molécula também pode ser
expressa em NKT cells, mas sua presenca associada ao aspecto morfolégico
permite identificar células NK. A principal via usada pelos linfocitos T citotoxicos e
células NK, a fim de eliminar células patogénicas, € a exocitose de componentes
granulares em direcdo as células-alvo, proporcionando sua destrui¢cdo. Destacam-se
a granzima B e a perforina. A importancia das células NK no controle da infec¢ao
deve-se tanto a sua acgao citotoxica quanto ao fato de ser fonte primaria de IFN-y.
Células NK séo ativadas no inicio da infec¢do na LC, mas o seu papel citotoxico ndo

€ bem conhecido, podendo ser tanto benéfico quanto deletério. Poucos trabalhos



23

foram publicados avaliando a acéo de células NK em LTA. Entre eles podemos citar
Cunha et al. (2016) que observaram baixa frequéncia de células NK CD107A" em
todos pacientes de LTA avaliados. A expressdao de CD107A pelas células NK foi
baixa nos pacientes curados, e isso sugere a supressao da atividade dessas células.
Além disso, alguns eventos podem contribuir para diminuicdo de sua atividade, tais
como acédo de TGF- e IL-10 (CUNHA et al., 2016).

1.9.6 Ki67

Marcador de proliferacdo celular. O anticorpo anti-Ki67 reconhece um
antigeno no nucleo celular. Trata-se de uma proteina presente nas células em
proliferacao.

Morgado et al. (2008) demostraram a presenca significativa de células Ki67*
nas lesdes de LTA e uma correlacéo positiva entre células Ki67" e linfocitos T CD4"
mostrando atividade proliferativa nestas lesdes. Em artigo posterior foi demonstrado
que havia diminuicdo da expressdo de Ki67 no processo de cura das lesdes
(MORGADO et al.,2010).

1.9.7 CD25

A maior parte dos linfocitos T CD4" expressa a molécula CD25 que € uma
subunidade do receptor de IL-2, que quando presente, tanto pode estimular como
suprimir a proliferacdo de células T efetoras (SAKAGUCHI et al.,1995). Em

associacdo com Foxp3 é considerado um marcador de células T regulatérias (Treg).

Héa evidéncias de que células Treg CD4'CD25" desempenham papel
fundamental no processo infeccioso pela Leishmania spp. Essas células tém
capacidade de controlar a resposta imune excessiva ou mal dirigida. Em
camundongos susceptiveis células T reg CD4'CD25" suprimem a resposta Th2
excessiva, enquanto que em camundongos resistentes controlam a resposta Thl, a
sobrevivéncia do parasito e a manutencdo de resposta de memodria (BELKAID,
2003).



24

2 JUSTIFICATIVA

Varias questbes podem ser levantadas: por que alguns pacientes apresentam
a forma disseminada da LTA? Diferencas nos aspectos imunoldgicos in situ
poderiam explicar o comportamento da LDi em compara¢do com as formas tipicas
de LC?

Podemos indagar se a resposta imune do hospedeiro é determinante, ja que
estudos recentes tém mostrado que a L. braziliensis circulante no Rio de Janeiro é
bastante homogénea e apesar disto, casos atipicos como LDi sdo diagnosticados
em nossa regidao (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007; BAPTISTA et al., 2009). No
entanto, esta relacdo de causa e efeito ainda ndo estd completamente estabelecida.
Outros fatores como comorbidades, fatores ambientais, etc., poderiam influenciar o
surgimento de LDi. As lesbes de LTA séo caracterizadas pela reacao inflamatéria do
tipo crénico granulomatoso, com intensa infiltragao linfoplasmocitaria (QUINTELLA et
al., 2009). Nas lesdes tipicas, ou seja, naquelas com presenca de uma ou poucas
Ulceras com bordas infiltradas e fundo granuloso, ja foi descrita a predominancia de
linfécitos T, macréfagos e neutréfilos (MORGADO et al., 2008). A formacgao da Ulcera
tem sido sugerida no modelo murino de estudo como sendo decorrente do processo
inflamatorio, e ndo necessariamente pela presenca do parasito (BELKAID et al.,
2002); ocorrendo o surgimento da lesdo no momento em que O pProcesso
inflamatorio comeca a se instalar, e que neste mesmo ponto a carga parasitaria
diminui.

Com base nas informagdes ja publicadas surgiram hipéteses para a
compreensao da ocorréncia de LDi em comparacdo com LC tipica: a) A carga
parasitaria poderia ser maior, nestes casos levando a um estimulo diferenciado na
resposta imune especifica; b) A resposta imune poderia apresentar diferencas entre
ambas as formas clinicas, tendendo ao desequilibrio, com varia¢cdes dos fendémenos
de toxicidade celular e consequente destruicdo tecidual. No entanto, faltam dados,
notadamente em relacdo aos fendbmenos que controlam a resposta imune, que
possam esclarecer a importancia da modulacéo da resposta imune local e sistémica
na manutencdo da LTA como fenédmeno localizado ou a possibilidade de dispersao
hematica ou linfatica levando ao surgimento de lesdes disseminadas a distancia da

lesdo primaria. Com a abordagem proposta espera-se identificar aspectos da



25

resposta imune in situ que possam elucidar o comportamento diferenciado da
doenca nos pacientes com LDi, quando comparados aos que desenvolvem formas

tipicas de leishmaniose cutanea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comparativamente caracteristicas clinico-laboratoriais e imunoldogicas in
situ entre pacientes com LDi e pacientes com LCL atendidos no Laboratério de
Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses (LapClinVigileish), Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), entre 1989
e 2014.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever os aspectos clinicos e laboratoriais dos pacientes de LDi,
comparando-o0s com aqueles que apresentavam forma cutanea localizada de LTA.

- Descrever os aspectos imunolégicos in situ dos pacientes com LDi utilizando
técnicas de exame histolégico com coloracdo pela hematoxilina-eosina e imuno-

histoquimica com diversos marcadores de resposta imunoldgica tecidual.

- Comparar os aspectos imunoldgicos in situ dos pacientes com LDi, com

agueles dos pacientes com LCL.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo seccional, com pacientes atendidos no
LapClinVigiLeish, INI, Fiocruz, entre janeiro de 1989 e dezembro de 2014, com LDi e
LCL. Foram analisados dados clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos a partir de
prontuarios e banco de dados sob a guarda do LapClinVigiLeish — INI — Fiocruz.
Para o estudo in situ foram avaliados fragmentos de lesGes cutaneas obtidos por
procedimentos de bidpsia antes do tratamento. As amostras estdo estocadas em
biorrepositorios no Instituto Oswaldo Cruz (IOC), sob a guarda da Dra. Fatima
Conceicéo-Silva (Laboratério de Imunoparasitologia — LIP — Instituto Oswaldo Cruz —
IOC - Fiocruz).

Os estudos imunolégicos in situ sdo seccionais de pacientes com LDi com
controle pareado de pacientes com LCL. Foi feito inicialmente uma selecdo de
pacientes com LDi. Sequencialmente foi realizada a sele¢éo do grupo controle por
pareamento com pacientes com LCL les&o Unica diagnosticados no LapClinVigiLeish
no mesmo periodo, com o dobro do niumero de pacientes com LDi. Os parametros
para pareamento foram género e idade. Os dados foram utilizados para elaboracao
de bancos de dados, que estdo sob a responsabilidade dos pesquisadores
participantes.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado sob o nimero CAAE 49604215.1.0000.5262
como subprojeto do projeto principal “Estudo clinico, laboratorial, imunoldgico e
molecular comparativo entre pacientes com a forma cutanea tipica e forma cutéanea
disseminada da leishmaniose tegumentar americana atendidos no Laboratério de
Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, 1989 a 2014.” A realizagédo de
fotografias para a documentacdo dos casos, coletas de sangue para exames

diagnésticos e imunoldgicos, e coleta de fragmentos de lesdes cutaneas para
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exames diagnoésticos e imunologicos, foram realizados mediante a assinatura do
TCLE do “Estudo para a sistematizacdo do atendimento de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fiocruz aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do INI/FIOCRUZ, sob numero CAAE 0016.0.009.000-02. Nenhum
material adicional foi necesséario; nenhum paciente foi submetido a procedimento

diferente dos utilizados durante a rotina para diagndstico.

Foi assinado um termo de confidencialidade que foi incluido no prontuério dos
pacientes estudados. Qualquer paciente poderia se recusar a deixar que seus dados
ou amostras de tecidos fossem analisados como parte desse estudo, a qualquer
momento, sem prejuizo do seu tratamento ou acompanhamento no

LapClinVigiLeish.

Este estudo cumpre normas éticas e esta de acordo com a resolucdo
466/2012 da CONEP. O estudo é retrospectivo. Nao houve interferéncia do estudo
com relacdo ao diagnostico, tratamento e acompanhamento dos pacientes, que foi
feito conforme os procedimentos de rotina do LapClinVigiLeish.

4.3 POPULACAO DE ESTUDO

Foi utilizada amostra de conveniéncia incluindo os pacientes com LDi e pelo
menos o dobro de pacientes com LCL investigados no LapClinVigiLeish durante o
periodo do estudo, entre janeiro de 1989 a dezembro de 2014. Para fins desse
estudo, consideramos como forma cutanea localizada (LCL) somente as formas
cutdneas com lesdo Unica. Aqueles que apresentaram mais de uma lesdo cutanea
(forma cutanea localizada com lesGes multiplas) ndo foram incluidos nesse trabalho.
LDi foi identificada pela definicAo de caso de presenca de 10 ou mais lesbes
cutdneas polimorficas (acneiformes, nodulares, ulceradas, papulosas, pustulosas),
acometendo 2 ou mais partes distintas, ndo contiguas do corpo, podendo ou néo
estar acompanhadas de acometimento de mucosas. Um total de 17 pacientes com
LDi e 34 pacientes com LCL lesdo Unica foram incluidos no estudo que foi dividido
em: Estudo 1 — estudo clinico-laboratorial (n LDi= 17; n LCL= 34), e Estudo 2 —

estudo in situ através de técnica de imuno-histoquimica ( n LDi= 16; n LCL= 32).
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4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os pacientes que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) relacionado aos estudos desenvolvidos pelo LapClinVigileish
neste periodo: “Estudo para a sistematizagdo do atendimento de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fiocruz” e do “Ensaio clinico fase Ill para
Leishmaniose tegumentar americana. Equivaléncia entre o esquema padrdo e

alternativos com antimoniato de meglumina” (Anexo I)

Além da assinatura do TCLE outros critérios de inclusdo foram usados de
acordo com o estudo.

4.4.1 Critérios de Inclusdo — Estudo 1 (clinico-laboratorial)

- Para esse estudo foram incluidos pacientes com LDi e LCL, atendidos no
LapClinVigileish, que apresentaram dados clinicos e laboratoriais disponiveis.

4.4.2 Critéerio de Inclusao — Estudo 2 (estudo in situ)

- Foram incluidos pacientes com LDi e LCL, do Estudo 1, que tinham
fragmentos teciduais coletados por bidpsia disponiveis em bom estado de

conservagao.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Pacientes que, por qualguer motivo (recusa, nivel de compreensao
deficitario etc), ndo assinaram o TCLE dos projetos acima discriminados;

- Extremos de idade (menores de 18 anos e maiores de 80 anos), devido as
alteracdes fisiologicas da resposta imune.

- Pacientes que, por algum motivo apresentassem alteragdo da resposta
imune (exemplo — HIV/AIDS, doencas autoimunes, uso prolongado de corticoides ou

imunossupressores, etc.)



30

4.6 ESTUDO CLIiNICO LABORATORIAL (ESTUDO 1):

A coleta de dados clinicos e laboratoriais foi realizada a partir do banco de
dados de pacientes do LapClinVigileish e em pesquisa de prontuario quando
necessario e os dados foram compilados em formulario especifico desse estudo
(anexo Il). Foram consideradas variaveis de importancia: sexo, idade, tempo de
evolucdo, numero de lesdes, localizacdo das lesdes, cultura, histopatologia, imprint,

IDRM, PCR, sorologia, tratamento e desfecho.

4.7 ESTUDO DA RESPOSTA INFLAMATORIA IN SITU (ESTUDO 2):

Os pacientes incluidos foram submetidos, durante a fase de investigacao
diagndstica, a uma bidpsia de lesdo cutanea (procedimento de rotina, previsto no
projeto “Estudo para a sistematizacdo do atendimento de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de

Pesquisa Clinica Evandro Chagas — Fiocruz”).

Bidpsia: De modo sucinto, ap0s assepsia e anestesia local, foi retirado pelo
médico responsavel, um fragmento da borda da lesdo. O tecido obtido foi dividido
em varias partes, enviado para exames de rotina diagnostica (culturas, imprint,

exame histopatologico), e para analise imunoldgica por imuno-histoquimica.

Histopatologia das lesbes: a histopatologia das les@es foi realizada de rotina

durante o procedimento diagnéstico. Na medida da necessidade foi solicitado ao
Servico de Anatomia Patolégica do INI — Fiocruz o detalhamento do laudo para
obtencdo de dados suplementares referentes as alteracdes arquiteturais de

epiderme e derme.

Preparacdo dos fragmentos teciduais para estudos da resposta imune por

imuno-histoquimica: fragmentos de tecidos das lesdes biopsiadas no momento do

diagnoéstico foram imediatamente emblocados em resina OCT (Sakura, USA) e
estocados a -196°C até o momento do uso. Cortes de 3 pm de espessura (criostato

Leica, Alemanha) foram apostos em laminas de microscopia (silanized slides,
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DakoCytomation, Carpinteria, Clostrup, Dinamarca) e fixados em acetona PA

(reagent grade, Merck, Darmstadt, Alemanha). A imuno-histoquimica foi realizada
como previamente descrito (MORGADO et al.,, 2008; MORGADO et al. 2010).

Resumidamente, os cortes fixados foram hidratados em PBS, as ligacoes

inespecificas bloqueadas com soro de cabra normal (ZymedLab Inc, San Francisco,

CA, USA) e apoés esta etapa, anticorpos primarios foram adicionados e 0s cortes

incubados por 12-16h a 4°C. Para caracterizacao fenotipica e funcional do infiltrado

inflamatorio foram utilizados anticorpos primarios para identificacdo de células,

enzimas e citocinas. As informacdes sobre os anticorpos usados estédo indicadas no

quadro 1.
Anticorpo Descrigao Concentragédo Marca Diluicéo
(Mg/mL)

CD4 Linfécitos T auxiliares 4,94 DAKO 1:100

CD8 Linfocitos T citotéxicos 1,57 DAKO 1:100

CD68 Macrofagos 0,79 DAKO 1:300

Triptase Mastdcitos 0,55 DAKO 1:100

de Mastocito

Elastase Neutroéfilos 0,42 DAKO 1:100

neutrofilica

CD56 Células natural killer (NK) 3,71 DAKO 1:100

Ki67 Marcador de proliferacéo 0,41 DAKO 1:100
celular

NOS2 Oxido nitrico sintase do tipo 2,50 T cell transduction 1:100
2

CD25 Receptor de IL-2 5,0 BD Pharmigen 1:100
(interleucina 2)

Leishmania Amastigotas e antigenos de - Cedido por M. 1:500

. . Madeira
spp. Leishmania spp.

Quadro 1 — Marcadores celulares e funcionais avaliados no presente estudo




32

As etapas seguintes consistiram em uma sequéncia de lavagens em PBS e
incubacBes com: anticorpo secundario biotinilado (Zymed), kit de marcacéo
enzimatica contendo streptavidina peroxidase (kit Dakocytomation) e kit de
revelacdo AEC (Zymed). Apds a Ultima lavagem os tecidos foram contra corados
com hematoxilina de Mayer (Dako) e cobertos com solucdo de montagem
(Dakocytomation) e laminula. A analise das laminas foi feita com microscopio optico
(Nikon E-200, Nikon, Téquio, Japédo), e a porcentagem de células marcadas
determinada através da contagem de 500 células ou 10 campos (aumento, X1000).

Em alguns casos, foi utilizada laminula milimetrada para o calculo do infiltrado

inflamatorio por mm2 de tecido. Em particular para NOS2 e algumas citocinas, a
intensidade das marcacdes foi determinada da seguinte forma: discreto (1 sitio
positivo por campo 20x), moderado (2 a 3 sitios positivos por campo), intenso (3 a 4
sitios positivos por campo) e muito intenso (5 ou mais sitios positivos por campo)
(MORGADO et al., 2008). O material foi registrado com um programa de captura de
imagens (MoticimagesPlus 2.0, Motic China group Co., Ltd, China) e uma camera
Moticam 2300 (Motic China group Co., Ltd, China).

4.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Foi construido banco de dados especifico para o estudo utilizando-se o
software R. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade
das variaveis continuas. As variaveis com distribuicdo ndo normal foram expressas
pela mediana e intervalo minimo e maximo, e a analise de seus resultados foi feita
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As varidveis nominais foram
apresentadas em valores absolutos e proporcéo, e foram analisadas em tabelas de
contigéncia 2x2 através do Teste Exato de Fisher. O estudo dos resultados de
imuno-histoquimica foi feito pela analise de amostras ndo relacionadas através do
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacao de lesdes de LDi com as
lesbes de LCL.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para valores
de p<0,05.
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5 RESULTADOS

O estudo foi realizado conforme as etapas descritas no fluxograma (Figura 9)

a sequir:

Etapa 1 — Selecédo
dos pacientes com
LDi

N=20 pacientes

Exclusdes: 3 (1 gestante, 1 HIV
positivo, 1 menor de 18 anos)
N= 17

Etapa 2 - Selegcéo do grupo
controle (LCL)

Pareamento: Sexo e Idade
(1 caso LDi : 2 casos de LCL)

ﬂstudo Clinico-Laboratorial (Estudo 1“

Dados

/ Imuno-histoquimica (Estudo 2): \

clinicos: Sexo, idade, N=51 Identificacdo de elementos celulares e
procedéncia, evolugdo, &rea afetada, 176G - LDi marcadores funcionais presentes na
caracteristicas das lesdes, doencas rupo Lo reagdo inflamatdria in situ

associadas, resposta ao tratamento, entre

34 Grupo LCL

outros Exclusdo de 1 paciente com LDi por
Exame histopatolégico* ndo ter bidpsia disponivel e seus 2
Sorologia (RIFI e/ou ELISA) ** controles do grupo LCL

IDRM**

PCR** N= 48

Cultura** 16 Grupo LDi

anrint**

/ \ 32 Grupo LCL

/

* Estudo histopatoldgico com colaboragéo do laboratdrio de Anatomia Patoldgica do INI — Fiocruz

** Realizado no LapClinVigiLeish — INI — Fiocruz

Figura 9 — Fluxograma de inclusdo de pacientes e etapas do estudo (Estudo comparativo
das caracteristicas clinicas e da resposta imune in situ entre pacientes com forma cutanea
localizada e forma disseminada da leishmaniose tegumentar americana atendidos no

Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, 1989 a 2014)
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5.1 AVALIACAO DOS ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E
DE RESPOSTA AO TRATAMENTO DOS GRUPOS ESTUDADOS:

Neste estudo foram avaliados 51 pacientes divididos em dois grupos: 17
pacientes com leishmaniose cutanea disseminada (LDi) e 34 pacientes com
leishmaniose cutanea localizada com leséo unica (LCL), pareados por sexo e idade.
Observou-se prevaléncia do sexo masculino (94,1%) nos dois grupos. No grupo de
LDi a idade variou entre 25 a 58 anos (média 44,41 + 9,85) e no grupo de LCL entre
22 a 59 anos (média 44,26 + 9,96). O pareamento eficaz permitiu a comparacgéo de

outros parametros.

Dos 17 pacientes com LDi, 2 (11,8%) apresentavam hipertensdo arterial
sistémica (HAS), 1 (5,9%) relato de alergia, 1 (5,9%) histéria de nefropatia, 1 (5,9%)
histéria de neuropatia, 6 (35,3%) eram etilistas e 4 (23,5%) fumantes. Neste grupo
nao houve relato de diabetes, dislipidemia e hepatopatia. No grupo de LCL a
prevaléncia de HAS foi de 20,6%, de diabetes e de dislipidemia foi de 5,9% cada, de
hepatopatia 2,9% e a de alergia e nefropatia 3,9% cada. N&o houve relato de
neuropatia, etilismo e tabagismo. Ndo houve associacdo com comorbidades no
grupo de LDi quando comparado com o grupo de LCL (p = 0,073, Teste exato de
Fisher).

As caracteristicas das lesées bem como sua distribuicdo encontram-se no
quadro 2 e na tabela 1. O numero de lesées no grupo de LDi variou de 11 a 167
lesBes, com mediana de 22 lesdes. A mediana do diametro da maior lesdo no grupo
LDi foi de 34,5 mm (1 a 150mm) e de 15,0mm (0,2 a 150mm) no grupo de LCL,;
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, sendo LDi a que
apresentava lesées com diametros maiores (p= 0,026, Teste de Mann-Whitney).
Quinze pacientes (88,2%) do grupo de LDi tiveram lesfes localizadas na regido
cefélica, seguido em ordem de frequéncia, de lesbes em pé/perna, tronco posterior,
tronco anterior, coxa, membros superiores, mucosa e pescoc¢o. Houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparado com o grupo de LCL, que
apresentou maior frequéncia de lesdes em pé/perna, embora localizacbes cefélicas,
Nno pescoco, tronco e membros superiores também tenham ocorrido. Nove (52,9%)

pacientes apresentaram lesdo mucosa, em todos eles havia lesdo em mucosa nasal.
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Concomitante a leséo nasal, também foi verificada lesdo em mucosa orofaringea em

3 (33,3%) e em laringe em 2 (22,2%) casos (p-valores na Tabela 1).

Paciente/ | Tempo Diametro Coxa Pé/ MMSS | Cabeca | Pescogo | Tronco Tronco
Grupo lesdo maior Perna anterior | posterior
(meses) lesdo (mm)
1/LDi 6 6 ; ; + - - - -
2/LDi 2 1 + + + + + + +
3/LDi 3 25 + + + + + + +
4/LDi 2 20 i i - + + - +
S/LDi 6 25 - - - - - + +
6/LDi 1 45 ; + + + - - -
7/LDi 3 33 + + - + - + +
8/LDi 3 65 + + - + + + +
9/LDi 1 10 + + + + + + +
10/LDi 2 70 + + - + - + +
11/LDi 3 60 + + + + - + +
12/LDi 5 NR + + + + + + +
13/LDi 3 90 + + - + - + +
14/LDi 4 36 + + + + - + +
15/LDi 3 54 - + + + - - +
16/LDi 2 20 i - + + - + -
17/LDi 4 150 + + ] + _ ] ]
18/LCL 3 40 - + - - - - -
19/LCL 12 27 - - - - + - -
20/LCL 5 7 - + - - - - -
21/LCL 4 o5 ] + ] + _ ] ]
22/LCL 1 40 - - - + - - -
23/LCL 1 40 - - + - - - -
24/LCL 15 40 ] ] ] + _ ] ]
25/LCL 3 50 - + - - - - -
26/LCL 1,5 150 - + - - - - -
27/LCL 2 42 - - + - - - -
28/LCL 1 20 ; ; + - - - -
29/LCL 2 12 ; ; - - - - +
30/LCL 3 30 ; + ; - - - -
31/LCL 5 35 ; ; + - - - -
32/LCL 1 40 ; + ; - - - -
33/LCL 3 40 ; ; + - - - -




34/LCL 2 15 - + - - - -
35/LCL 3 25 - + - - - -
36/LCL 1,5 15 - - - - - -
37/LCL 4 60 - - + - - -
38/LCL 2 0,35 + - - - - -
39/LCL 12 4 - + - - - -
40/LCL 24 5 - + - - - -
41/LCL 5 4 - + - - - -
42/LCL 2 NR - + - - - -
43/LCL 2 1,9 - - - - + -
44/LCL 4,5 1,9 - + - - - -
45/LCL 1 0,2 - - + - - -
46/LCL 3 2 - + - - - -
47/LCL 2 3 - - - - - +
48/LCL 4 3,5 - - + - - -
49/LCL 3 0,65 - - - - - -
50/LCL 1 2,5 - - + - - -
51/LCL 1 55 - - - - - -

Quadro 2 - Caracteristicas das lesdes dos pacientes de LDi e LCL

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada
MMSS: membros superiores

+: presente, -: ausente

NR: nao relatado
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Tabela 1 — Distribuicdo das caracteristicas de lesédo nos casos de LTA de acordo com o tipo

de acometimento

Variavel LDi LCL p-valor

Tempo de evolucdo em meses / mediana
(Min-Max)

3,0 (1 a 6 meses) 2,5 (1 a 24 meses)

0,446 *
Diametro da maior lesdo em milimetros/

mediana (Min-Max) 34,5(1a150mm) 15,0 (0,2a150mm) 0,026

Localizag&o das lesdes** Casos positivos/total de pacientes (%)

MMII (coxa) 11/17 (64,7%) 1/34 (2,9%) <0,01**
Pé/perna 13/17 (76,5%) 14/34 (41,2%) 0,039**
MMSS 10/17 (58,8%) 9/34 (26,5%) 0,034**
Cabeca 15/17 (88,2%) 3/34 (8,8%) <0,01**
Pescoco 6/17 (35,3%) 2/34 (5.9%) 0,012%*
Tronco anterior 12/17 (70,6%) 1/34 (2,9%) <0,01**
Tronco posterior 13/17 (76,5%) 4/34 (11,8%) <0,01**
Mucosa 9/17 (52,9%) 0 -

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada

MMII: membros inferiores, MMSS: membros superiores
* Teste Mann-Whitney
** Teste exato de Fisher

*** Dependendo do paciente poderia haver les6es em mais de um local

No quadro 3 estdo listados os resultados dos exames diagndésticos utilizados
nos casos de LTA. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre 0s grupos,
observamos que em relacdo a positividade dos exames diagnosticos ha uma

tendéncia a ser maior no grupo de LDi (Tabela 2).



Paciente | Grupo | IMPRINT | Cultura Histopatolodgico PCR | Sorologia | IDRM (mm)
1 LDi + + PIG + PIC NR + 40
2 LDi - + PIG + PIC + amastigotas NR + 20
3 LDi + + PIG + PIC NR + 16
4 LDi + + Incompativel NR + 8
5 LDi + + PIC + amastigotas NR + 19
6 LDi - + PIG + PIC NR + 22
7 LDi NR + PIG + PIC + amastigotas | NR + 27
8 LDi - + PIG + PIC + amastigotas | * + 8
9 LDi ) + PIG + PIC + NR 20
10 LDi ] + PIG + PIC + + 15
1 LDi - + PIC + amastigotas + + 9
12 LDi - + PIG + + 9
13 LDi + + PIG + amastigotas + + NR
14 LDi NR + PIG + PIC + + NR
15 LDi NR + PIG + + 10
16 LDi - - PIG + amastigotas - + 15
17 LDi NR + PIG + PIC + amastigotas | + + 10
18 LCL - + PIG + PIC NR + 50
19 LCL NR - PIG + PIC + + 12
20 LCL - + PIG + PIC + + 21
21 LCL NR + PIG NR + 16
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22 LCL - PIG + PIC + amastigotas | NR 18
23 LCL NR PIC + amastigotas NR 10
24 LCL NR PIC + amastigotas NR 30
25 LCL - NR NR NR
26 LCL - PIC + N&o reator
27 LCL + PIG NR 23
28 LCL + NR NR NR
29 LCL + PIG + amastigotas + 15
30 LCL + PIG + amastigotas NR 22
31 LCL NR PIG + PIC + amastigotas | NR NR
32 LCL NR PIG + 15
33 LCL - PIG + PIC NR 30
34 LCL + PIG + PIC + amastigotas | NR 20
35 LCL + PIG + PIC NR 15
36 LCL - PIG + 13
37 LCL NR PIG + PIC + amastigotas | + 11
38 LCL NR PIC NR 12
39 LCL - PIG + amastigotas NR NR
40 LCL + PIC + amastigotas NR 11
41 LCL + PIC + amastigotas NR 14
42 LCL - PIG + amastigotas NR N&o reator
43 LCL - PIG + amastigotas + 19

39
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44 LCL - + PIG + PIC NR + 20
45 LCL + + PIG + PIC NR + 23
46 LCL - - PIG + amastigotas - + 9
a7 LCL - + PIG + PIC NR + 19
48 LCL - - PIG + PIC - + 37
49 LCL NR + PIG + + 16
50 LCL NR + PIG + amastigotas + + 5
51 LCL NR + PIG + amastigotas + + 26

Quadro 3 - Distribuicdo dos resultados dos exames diagnosticos utilizados para cada

paciente com LTA

LDi: leishmaniose cuténea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada
IDRM: intradermoreacdo de Montenegro
PCR: reacé@o em cadeia de polimerase
PIG: processo inflamatorio granulomatoso
PIC: processo inflamatério crénico

NR: néo realizado

+: positivo, -: negativo

O imprint foi positivo em 38,5% no grupo LDi e em 39,1% no grupo LCL. O
isolamento do parasito em cultivo foi realizado em todos os pacientes, com
positividade de 94,1% no grupo LDi e 79,4% no grupo LCL. A sorologia foi realizada
em todos os pacientes do grupo de LCL, com positividade de 91,2%, e no grupo de
LDi apenas 1 paciente ndo realizou o exame, sendo positivo em 100% dos que
realizaram. A IDRM foi positiva em 100% do grupo LDi, com mediana de 15mm
(variacdo de 8 a 40mm), em comparagao com os casos de LCL que tiveram 93,3%
de positividade e mediana de 17,00mm (variagdo de 5 a 50mm). A presenca de
Leishmania spp no exame histopatolégico foi positiva em 41,2% em LDi e 46,9% em
LCL. A PCR foi positiva em 90% dos pacientes de LDi e em 84,6% de LCL. N&o
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houve diferenca estatisticamente significativa no percentual dos exames positivos

entre os dois grupos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Distribuicdo da positividade dos exames usados para o diagnéstico de LTA nos
pacientes estudados de acordo com a forma clinica

Exames LDi (n=17) LCL (n=34) p-valor
Imprint 5/13 (38,5%) 9/23 (39,1%) 1**
Cultura 16/17 (94,1%) 27/34 (79,4%) 0,242 **
Presenca Leishmania spp 7117 (41,2%) 15/32 (46,9%) 0,790 **
no Histopatolégico
Sorologia 16/16 (100%) 31/34 (91,2%) 0,542 **
PCR 9/10 (90,0%) 11/13 (84,6%) 1+

15/15 (100%) 28/30 (93,3%) 0,284*

IDRM 15,0mm (8 a 40mm) 17mm (5 a 50mm)

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada

IDRM: intradermoreacdo de Montenegro

PCR: reac@o em cadeia de polimerase
* Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

** Teste exato de Fisher

Tabela 3 — NUumero de exames parasitolégicos positivos de acordo com a forma clinica de

LTA
LDi (n=17) LCL (n=34) p-valor
Atél 3 (17,6%) 14 (41,2%)
. 0,1221*
2 ou mais 14 (82,4%) 20 (58,8%)

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada

* Teste exato de Fisher
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Dos 34 pacientes do grupo LCL, 31 (91,2%) foram tratados com antimoniato
de meglumina evoluindo para cura. Os outros 3 (8,8%) obtiveram cura espontanea
das lesdes, ndo recebendo tratamento especifico. Os pacientes de cura espontanea
no grupo de LCL tiveram a infeccdo confirmada por PCR (2 casos) ou presenca de
amastigota no exame histopatolégico (1 caso). Todos os 34 pacientes de LCL
evoluiram para cura (100%) e no acompanhamento pos-tratamento ndo houve sinal

de reativacdo das lesdes ou comprometimento de tecido mucoso.

No grupo de LDi, todos pacientes também foram tratados inicialmente com
antimoniato de meglumina (AM). No entanto, em 7 (41,2%) houve insucesso
terapéutico, sendo necessario um segundo tratamento. Dos 7 que foram tratados
pela segunda vez, 6 receberam um segundo ciclo de AM e 1 paciente foi tratado
com anfotericina B por apresentar efeitos adversos ao antimonial pentavalente. O
paciente tratado com anfotericina B evoluiu para cura sem necessidade de outros
ciclos de tratamento. Contudo, apés o segundo ciclo de tratamento com AM, 2
(33,3% dos pacientes que receberam o segundo ciclo de AM e 28,6% do total)
apresentaram novo insucesso terapéutico e foi necessario trata-los com anfotericina
B, evoluindo entdo para cura das lesdes. Estes dois pacientes tinham sido tratados

com antimonial pentavalente por dois ciclos (Tabela 4).

A comparagdo do desfecho obtido com o tratamento inicial identificou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 5), indicando que os
pacientes LDi apresentaram uma menor taxa de sucesso terapéutico com o primeiro

ciclo de tratamento com antimoniato de meglumina.
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Tabela 4 — Resposta ao tratamento nos dois grupos avaliados constituidos por pacientes
apresentando leishmaniose cutanea disseminada (LDi) e leishmaniose cutanea localizada
(LCL). INI = FIOCRUZ - 1989 a 2014

LDi LCL
Primeiro tratamento
Antimoniato meglumina IM 17/17 (100%) 31/34 (91,2%)
Nenhum (cura espontanea) 0 3/34 (8,8%)
Primeiro Desfecho
Cura 10/17 (58,8%) 34/34 (100%)
Insucesso 7117 (41,2%)
Segundo tratamento
Antimoniato meglumina IM 6/7 (85,7%) -
Anfotericina B 1/7 (14,3%) -
Segundo Desfecho
Cura 5/7 (71,4%) -
Falha 2/7 (28,6%) -
Terceiro tratamento
Anfotericina B 2/2 (100%) -
Terceiro Desfecho
Cura 2/2 (100%) -

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada

Dos 17 pacientes de LDi que receberam AM como primeiro tratamento, 7
(41,2%) tiveram insucesso terapéutico. Cinco desses pacientes apresentavam
comorbidades como hipertensdo arterial sistémica, diabetes melitus, nefropatia,
etilismo e tabagismo, em 3 havia comprometimento de mucosas, e em 3 0 nUmero

de lesdes era incontavel.

Tabela 5 — Distribuicdo da resposta terapéutica inicial nos casos de LTA avaliados
constituidos por pacientes apresentando leishmaniose cutanea disseminada (LDi) e
leishmaniose cutanea localizada (LCL). INI — FIOCRUZ — 1989 a 2014

Primeiro Desfecho LDi LCL p-valor
Cura 10/17 (58,8%) 34/34 (100%) 0.01

< 1
Insucesso 7117 (41,2%) 0

LDi: leishmaniose cutanea disseminada
LCL: leishmaniose cutanea localizada
p-valor calculado pelo Teste Exato de Fisher
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5.2 AVALIACAO DOS MARCADORES CELULARES E FUNCIONAIS
DA RESPOSTA IMUNOLOGICA IN SITU DAS LESOES DE LTA

A imuno-histoquimica das lesdes ativas de LCL e LDi permitiu a identificacédo
de células e marcadores do infiltrado inflamatdrio in situ como pode ser visualizado

nas figuras 10 e 11.

Figura 10 - Avaliacédo da resposta inflamatéria in situ por imuno-histoquimica no grupo LDi e
grupo LCL. Marcacdes positivas em castanho-enegrecido (setas). (A) e (B) células T CDA4.
(C) e (D) células T CD8. (E) e (F) Neutrofilos. (A) e (B) Barra de aumento: 50 um; (C) a (F)
Barra de aumento: 10 um.
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LDi LCL

Figura 11 - Avaliacé@o da resposta inflamatoria in situ por imuno-histoquimica no grupo LDi e
grupo LCL. Marcages positivas em castanho-enegrecido (setas). (A) e (B) Mastocitos. (C) e
(D) células NK. (E) e (F) Ki67. (A), (B), (E) e (F) Barra de aumento: 10 um; (C) e (D) Barra
de aumento: 50 pm.

As concentracdes das células e NOS2 no processo inflamatério nas lesbes

ativas de LDi e LCL estdo demonstrados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Contagem percentual dos marcadores estudados nos sitios de lesdes cutaneas
do grupo de leishmaniose cuténea disseminada (LDi) em compara¢ado ao grupo de
leishmaniose cutanea localizada (LCL).

Marcador LDi % LCL % p-valor
Mediana (Min-Max) Mediana (Min-Max)

CDh4 26,00 (19,09 — 33,50) 29,38 (21,20 - 50,00) 0,00705 *
CD8 27,04 (19,21 — 35,00) 29,20 (17,28 — 36,72) 04*
CD25 20,13 (9,80 — 35,54) 10,63 (4,30 — 25,31) 0,0221 *
Ki67 16,80 (10,80 — 23,37) 16,75 (3,71 — 24,12) 0,747 *
MACROFAGO 26,31 (18,36 — 41,60) 23,77 (17,80 — 52,48) 0,445*
MASTOCITO 4,48 (2,10 — 6,60) 6,67 (2,00 — 13,00) 0,0229 *
NEUTROFILO 11,80 (6,49 — 21,40) 14,60 (6,52 — 27,20) 0,271 *
NK 16,27 (8,80 — 33,52) 13,43 (6,39 — 29,23) 0,172 *
NOS2
Discreto 3/15 (20,0%) 2/11 (18,2%)
Moderado 8/15 (53,3%) 5/11 (45,5%) 0,876**
Intenso 4/15 (26,7%) 4/11 (36,4%)
Muito Intenso 0 0
Anti Leishmania spp 0(0-0,67) 0,04 (0-0,25) 0,428*

* p-valor calculado por teste de Mann- Whitney

** p-valor calculado por Teste Exato de Fisher

LDi: leishmaniose cutanea disseminada

LCL: leishmaniose cutanea localizada

Discreto (1 sitio positivo por campo 20x)

Moderado (2 a 3 sitios positivos por campo 20x),

Intenso (4 sitios positivos por campo 20x)

Muito Intenso (5 ou mais sitios positivos por campo 20x)

N&o houve diferenca significativa entre as concentracbes de CD8, Ki67,

Macrofago, Neutrofilo, NK, NOS2 e anti-Leishmania spp. No entanto, como pode ser

observado nas figuras 12 e 13, os pacientes de LCL apresentaram maior nimero de
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CD4 (p = 0,00705) e mastécito (p = 0,0229) e os pacientes de LDi apresentaram
maior concentracéo de células CD25" (p = 0,0221) (Tabela 6 e figuras 12 e 13).
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Figura 12: Contagem percentual dos marcadores estudados nas lesbes cutdneas de
leishmaniose disseminada (LDi) em comparacdo as de leishmaniose cutanea localizada
(LCL). (A) CD4, (B) CD8, (C) CD25 e (D) KI67. O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo. *: p-valores significativos.
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Figura 13: Contagem percentual dos marcadores estudados nas lesbes cutdneas de
leishmaniose disseminada (LDi) em comparacdo as de leishmaniose cutanea localizada
(LCL). (A) macrdfagos, (B) mastdcitos, (C) neutrofilos e (D) NK. O valor de p < 0,05 foi

considerado significativo. *: p-valor significativo.
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6 DISCUSSAO

Avaliamos os pacientes de LDi atendidos no Laboratério de Pesquisa Clinica
e Vigilancia em Leishmanioses do INI-Fiocruz, no periodo de 1984 a 2014, e
verificamos que, houve predominancia do sexo masculino (94,1%) com média de
idade de 44 anos, percentual maior que o relatado pelo Ministério da saude para
casos de LTA no Brasil (74% de casos em homens, sendo 92,5% do total de casos
em maiores de 10 anos) (BRASIL, 2017).

A quantidade de lesbes no grupo de LDi foi bastante variavel (11 a 167) fato
que j& foi descrito na literatura (TURETZ et al., 2002). Em relacdo as caracteristicas
das lesbes, a mediana do didmetro da maior lesdo no grupo de LDi foi
significativamente superior a mediana do grupo de LCL (34,5mm e 15,0mm
respectivamente - p = 0,026). O achado estd de acordo com os resultados
encontrados por Turetz et al. (2002). Mas avaliagbes mais detalhadas sao
necessarias para esclarecer esta diferenca. Houve predominio das lesdes na cabeca
diferente do relatado por Turetz et al. (2002), em que o predominio das lesdes foi no
tronco. Ja no grupo de LCL a localizacdo predominante foi nas pernas, o que esta
em acordo com o relatado por este mesmo autor e dados publicados em casuistica
do Rio de Janeiro (VASCONCELLOS et al., 2010; SCHUBACH et al., 2005), e em
desacordo com o relatado por Morgado et al. (2008), que evidenciaram lesdes mais
frequentes em membros superiores. Esta situacdo pode ser devida ao fato de que
diferente do nosso estudo em que avaliamos apenas pacientes LCL com leséo
anica, o grupo Morgado et al. (2008) inclui pacientes com LCL com lesdes multiplas,
variando de 1 a 6 les0es.

Todos os pacientes com LCL submetidos ao primeiro tratamento com

antimoniato de meglumina foram curados, diferente do grupo de LDi em que 41,2%
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apresentaram insucesso terapéutico, sendo necessario um segundo tratamento com
0 AM ou uso de medicamento de segunda linha, como anfotericina B. A comparacao
dos percentuais de cura apO0s o primeiro ciclo de tratamento evidenciou uma
diferenca significativa. Em 28,6% (2 casos) dos pacientes com LDi foi ainda
necessario um terceiro tratamento para que a cura fosse alcancada. A falha
terapéutica em LDi é tema controverso com autores relatando boa resposta ao
tratamento (CARVALHO et al., 1994) e outros relatando alta incidéncia de insucesso
(TURETZ et al.,, 2002). Neste sentido, Machado et al. (2011) relataram falha
terapéutica em 76% dos casos de LDi estudados. Essas diferencas na evolucéo
para cura podem ser devidas a diversos fatores como caracteristicas genéticas e
ambientais da populacdo avaliada, bem como aos critérios para avaliacdo dos
desfechos de cura. A influéncia de fatores genéticos na evolucdo da LTA é de dificil
comprovacdo devido a alta miscigenacdo da populacédo brasileira (COVAS et al.,
2010). As diferencas na evolucéo para cura também podem ser devidas a condi¢cdes
populacionais, como por exemplo, incidéncia de etilismo, comorbidades e
desnutricdo (FARAH; KLAUS; FRANKENBURG; 1993) ou mesmo a caracteristicas
do parasito envolvido (SCHRIEFER et al., 2009). No presente estudo néo foi
possivel avaliar a diversidade genética dos parasitos isolados dos casos de LDi, mas
dados da literatura apontam para uma grande homogeneidade dos parasitos
isolados no Rio de Janeiro, ndo importando a forma clinica apresentada pelos
pacientes (BAPTISTA et al., 2009).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, houve uma tendéncia no grupo de
LDi de apresentar mais comorbidades como alergias, nefropatia, neuropatia, etilismo

e tabagismo. Alguns autores relatam alteracdes na evolucdo da LTA de acordo com
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a idade e a presenca de comorbidades (ANTONIO et al.,, 2014), mas Nnossos
resultados ndo corroboraram esta informacéao.

A distribuicdo da positividade dos exames laboratoriais foi semelhante entre
os dois grupos, havendo uma tendéncia do grupo de LDi apresentar mais exames
parasitologicos positivos. Nao foi possivel caracterizar os isolados obtidos nos casos
de LDi. Neste contexto, resultados obtidos na regido sul do estado da Babhia,
demostraram uma diferenca no perfil dos isolados de casos de LDi, mas este
achado ndo é encontrado em todos os casos de LDi identificados na literatura
(SCHRIEFER et al., 2009).

Apesar das diferencas observadas nos dois grupos estudados, os resultados
obtidos ainda ndo permitem caracterizar fatores clinicos e laboratoriais que
pudessem influenciar ou determinar a evolucdo da LTA para a forma disseminada da
infeccdo. Desta forma, outras abordagens/caracteristicas sdo necessarias para uma
possivel distincdo entre os dois grupos estudados. Como o processo inflamatério
desenvolvido no microambiente das lesdes tem sido implicado como importante fator
na evolucdo das lesdes para cura ou agravamento, decidimos verificar alguns
componentes do processo inflamatorio nas lesdes dos casos de LCL e LDi.

A composi¢cdo do processo inflamatério na LCL tem sido amplamente
estudada, e os achados obtidos no presente estudo estdo de acordo com dados da
literatura (ESTERRE et al., 1992; PIRMEZ et al., 1993; MORGADO et al., 2008;
CONCEICAO-SILVA et al., 2010; CASTRO GOMES et al., 2017). Ja os casos de LDi
sdo menos estudados, talvez devido ao pequeno numero de casos diagnosticados.
Em adicao, existe controversia sobre a capacidade de resposta imune na LDi, com
autores relatando casos de resposta imune especifica insuficiente (CARVALHO et

al., 1994) e outros relatando resposta imune especifica semelhante a pacientes com
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outras apresentacdes clinicas (VIEIRA GONCALVES et al., 2008). Nos pacientes
por nés estudados ndo houve indicio de resposta imune reduzida a presenca da
infeccdo. Todos os pacientes apresentavam IDRM positiva e a grande maioria
(88,23%) apresentou boa resposta ao tratamento. Os dois casos com insucesso
terapéutico apds um curso de tratamento com AM que precisaram ser tratados com
anfotericina B se curaram ap0s um ciclo de uso. A resposta terapéutica ainda é
motivo de controvérsia na literatura, mas os casos aqui avaliados ndo apresentaram
perfil de resposta terapéutica diferente do que € comumente encontrado para
literatura para LTA (BRASIL, 2017). Apesar de termos encontrado uma diferenca
estatisticamente significativa de sucesso da terapia com antimoniato de meglumina
no primeiro ciclo de tratamento entre os dois grupos estudados, a repeticdo do
esquema e/ou a utilizacdo de anfotericina B promoveram a cura em todos 0s casos
de LDi.

Na comparacdo da resposta imune in situ por técnica de imuno-histoquimica,
ao avaliar os marcadores celulares encontramos um predominio no grupo LDi de
linfécitos T CD8, seguido em ordem de frequéncia, por macréfagos, T CD4, NK,
neutréfilos e mastécitos. No grupo LCL houve predominio de linfécitos T CD4,
seguido por T CD8, macrofagos, neutréfilos, NK e mastdcitos. Observamos que 0s
linfécitos T e os macréfagos foram as células mais encontradas em ambos os
grupos, como evidenciado por Vieira et al. (2002) e outros autores (MORGADO,
2008; MENDES et al., 2013). No entanto, os pacientes com LCL apresentaram maior
namero percentual de linfocitos T CD4 em relacédo aos de LDi (p = 0,00705), o que
vai ao encontro dos achados por Dantas et al. (2014), e maior percentual de
mastoécitos (p = 0,0229) também identificado anteriormente em LCL (OLIVEIRA et

al., 2005). A maior concentracdo de mastécitos nas lesbes de LCL poderia estar
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relacionada ao equilibrio da resposta imune nessas lesbes. Essas células séo
produtoras de IL-4 e por isso poderiam ter um papel na regulacéo da resposta imune
por diminuir ou regular a resposta Thl, o que j& foi sugerido por Oliveira et al.
(2005). Por outro lado, a diminuicdo de mastdcitos nas lesdes de LDi poderia facilitar
uma resposta imune mais exacerbada, mas para confirmar essa possibilidade outras
analises precisariam ser feitas. Em contrapartida, estudos experimentais recentes
nao confirmaram a importancia de mastécitos como produtores de IL-4. Nesses
estudos a comparacdo de duas cepas de camundongos C57BL/6 e BALB/c
infectados com L. major ndo mostrou diferenca na evolugcdo e no tamanho das
lesbes (PAUL et al. 2016). Dessa forma, a funcéo real de mastdcitos ainda precisa
de outros estudos para ser confirmada. Verificando os componentes celulares,
observamos que as porcentagens de CD8", NK, macrofagos e neutréfilos séo iguais
nos dois grupos estudados e que CD4 e mastocitos estdo diminuidos em LDi. Este
fato pode indicar a presenca de outras populagcdes celulares ndo detectadas pelos
marcadores utilizados no presente estudo. Uma possibilidade séo as células T duplo
negativas (CD3"CD4°CD8), ja identificadas em alta concentracbes em lesdes de
leishmaniose cutanea (FERRAZ et al., 2017).

Na avaliagdo do marcador funcional CD25, os pacientes com LDi
apresentaram percentuais significativamente maiores que os de LCL (p = 0,0221).
CD25 é proteina constituinte do receptor para IL-2 e esta relacionada ao inicio da
resposta proliferativa a partir de ligacao de IL-2 (SAKAGUCHI et al.,1995). Contudo,
gquando expresso concomitantemente ao marcador Foxp3 indica a presenca de
células T regulatorias (BELKAID et al., 2003). No presente estudo nao foi possivel a

verificacdo de Foxp3, mas esta possibilidade precisa ser estudada no futuro.
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A analise dos marcadores funcionais de ativacdo [Ki67 (marcador de
proliferacéo celular) e NOS2 - enzima responsavel pela producédo de 6xido nitrico]
ndo mostrou diferenca entre os grupos. Ja foi verificado por Morgado e
colaboradores (2008) que em LCL, Ki67 esta ligado a maior atividade da doenca e
gue o aumento de NOS2 esté ligado a menor presenca de parasitas, sugerindo o
controle do mesmo. Em conjunto, com os marcadores usados neste trabalho, néao foi
possivel evidenciar diferencas no microambiente das lesdes que pudessem explicar
as diferencas na evolucdo de LCL e LDi. Outros marcadores deverdo ser avaliados
para formar um painel mais completo da organizacdo do processo inflamatoério da
LDi.

Chamou-nos a atencdo a semelhanca entre os dados de presenca de
parasitos detectados pela imuno-histoquimica nos pacientes avaliados. Como a
biopsia € uma técnica pontual em que apenas um pequeno fragmento de lesdo é
obtido, e sabendo-se que o parasito se distribui de forma heterogénea no tecido das
lesbes, a grande variacdo de resultados obtidos ndo foi surpresa, ja tendo sido
verificado em outros estudos (MORGADO et al.,, 2010). Assim, a variacdo de
concentracdo de parasitos no tecido pode nao ser reflexo da carga parasitaria total,
mas apenas uma funcao do local de realiza¢do da bidpsia. Alguns autores sugerem
ainda que, na presenca de uma resposta inflamatéria eficiente, o numero de
parasitos pode variar de acordo com a capacidade de eliminacdo dos mesmos
(VIEIRA-GONCALVES et al., 2008; VERNAL et al.,2015).

A LDi é uma apresentacéo clinica que pode variar tanto no acometimento ou
nao de mucosas (TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011) quanto na resposta
ao tratamento (CARVALHO et al., 1994; VIEIRA et al., 2002). A apresentacgéo clinica

de multiplas lesbes (>10), de diferentes morfologias, faz da LDi uma apresentagéo
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Gnica da LTA. O grupo de LDi por nés avaliado teve 52,9% de acometimento de
mucosa, que vai de acordo com o encontrado por Vieira et al. (2002) e se op0e ao
relatado por Turetz et al. (2002) em que o comprometimento de mucosas ocorreu
em 28,3% dos pacientes com LDi. Dos pacientes com LDi avaliados, 58,8% tiveram
boa resposta terapéutica com um ciclo do AM, valores maiores do que os relatados
por Turetz et al. (2002) que constatou 40% de cura com apenas um ciclo do
tratamento. Variacdes dentro de um mesmo grupo podem acontecer de acordo com
perfil imunoldgico/patogénico dos pacientes e de caracteristicas do parasito. Como
as caracteristicas das populaces estudadas nos diferentes artigos podem variar, 0s
dados encontrados séo dificeis de serem comparados. Avalia¢cdes mais detalhadas
das condicbes clinicas e ambientais dos grupos, assim como caracteristicas dos
parasitos envolvidos poderiam elucidar algumas questbfes que permanecem em
aberto.

Resumindo, obtivemos algumas caracteristicas clinicas e do processo
inflamatorio in situ que diferiram quando LCL e LDi eram comparados. No entanto,
nenhum deles foi suficiente para distinguir de forma clara as duas apresentacoes
clinicas da LTA. Assim, com base nos dados atuais ainda ndo foi possivel a
elucidacdo de fatores que influenciariam a evolugdo da LTA para LDi. Outros
marcadores inflamatérios e parametros clinicos deverao ser avaliados para a melhor

compreensao da dinamica da evolugéo da LDi.
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7 CONCLUSOES

1- Os pacientes de LDi eram predominantemente do sexo masculino, com
acometimento de cabeca, o que € menos verificado nos casos de LCL. Além disto,
pacientes com LDi apresentavam lesfes de mucosa e alguns relataram etilismo
(35,3%) e tabagismo (23,5%), que nao foram relatados nos casos de LCL. No

entanto, esses achados ndo sao suficientes para identificar casos de LDi.

2- Nao verificamos diferencas na positividade de exames parasitoldgicos, IDRM e
sorologia entre os dois grupos avaliados. Assim, 0s exames comumente usados no
diagnéstico de LTA ndo sdo suficientes para predizer o desenvolvimento da

evolucéo de LTA para a forma LDi.

3- Também nao foi verificada uma diferenca importante na resposta terapéutica,
apesar do maior nimero de casos de insucesso terapéutico nos casos de LDi. Este
fato pode ser devido ao maior nimero de lesbes e ao acometimento das mucosas.
Como a literatura reporta a possibilidade de dificuldade de curar a LDi, os
profissionais de saude devem estar atentos a evolucéo da resposta terapéutica na

LDi para intervir precocemente e adaptar o esquema terapéutico utilizado.

4- Alguns marcadores de atividade inflamatoria foram investigados. As
concentracbes de CD8, Ki67, macrofago, neutrofilo,b NK e NOS2 foram
semelhantes nos dois grupos. No entanto, LCL apresentou maior concentracédo de
CD4 e mastdcitos e LDi apresentou maior nimero de células CD25". Esses
resultados sugerem uma atividade inflamatéria mais evidente nas les6es dos casos
de LDi. Outros marcadores deverdo ser avaliados para verificar possiveis
caracteristicas do processo inflamatorio in situ que possam indicar 0s mecanismos

que influenciam a evolugao de LTA para LDi.

5- Resumindo, obtivemos algumas caracteristicas clinicas e do processo
inflamatorio que diferiram quando os dois grupos foram comparados. No entanto,
nenhum deles foi suficiente, isoladamente ou em conjunto, para distinguir de forma
clara LCL de LDi.
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ANEXO |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido®

INSTITUICAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS — FIOCRUZ

COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH

ENDERECO: Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900

TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9609 / FAX (Oxx21) 3865-9541

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZACAO DO
ATENDIMENTO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO
CENTRO DE REFERENCIA EM LTA - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO
CHAGAS - FIOCRUZ

NOME DO VOLUNTARIO:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca que atinge seres
humanos e animais, incluindo o céo, causada por parasitos chamados Leishmanias.
A doenca é transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regides de mata,
plantacbes de banana, manga etc. localizadas proximas as moradias humanas,
onde costuma entrar para se alimentar de sangue de pessoas e animais domésticos.
A LTA se apresenta como feridas na pele de dificil cicatrizacdo. Algumas vezes, a
LTA pode se tornar mais grave, envolvendo as mucosas de revestimento interno do
nariz e da garganta, mesmo varios anos ap0s a cicatrizacdo da ferida na pele.
Atualmente, ndo temos como saber qual paciente adoecera de novo e qual
permanecera curado definitivamente.

Outras doencas como infec¢cbes por bactérias, tuberculose, sifilis, esporotricose,
outras micoses, tumores etc. podem se manifestar de forma parecida com a
leishmaniose e precisam ser diferenciadas para que se possa iniciar o tratamento
correto.  Entretanto, com o0s exames existentes atualmente, nem sempre se
consegue ter certeza absoluta sobre qual a doenca em questao.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras
maneiras a LTA pode se manifestar? como se comportam os exames de laboratorio
antes, durante e apés o tratamento? quais pacientes, mesmo apds o tratamento, irdo
reabrir suas cicatrizes ou irdo desenvolver doenga dentro do nariz ou na garganta?

! 1% via: Prontuario Médico 2% via: Paciente
Versdo aprovada pelo CEP/IPEC em 28nov08 e mantida inalterada na Emenda aprovada em 2010
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Que outras doencas parecidas estdo sendo confundidas com a LTA e quais exames
devem ser utilizados para esclarecimento? Qual o papel dos seres humanos como
reservatorios da doenca? quais as melhores formas de tratamento? Que medidas
devem ser tomadas para controlar o problema?

Pelo presente documento, vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma
investigacao clinica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com 0s seguintes objetivos:

v' Descrever aspectos da LTA: manifestagBes clinicas e exames de laboratorio,
tentando estabelecer padrdes de apresentacdo da doenca e seu modo de
evolugcédo, comparando com outras doencas.

v"Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da LTA
levando em consideracdo o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de
administracdo, custo e auséncia de envolvimento das mucosas do nariz e da
garganta.

v Isolar, identificar e comparar as leishmanias causadoras da LTA provenientes de
diversas localidades.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o problema de saiude em estudo e
sobre a pesquisa que serd realizada, prestando informacgfes, detalhando os
procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé poderéa recusar-se a participar
de uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a qualquer
momento, sem que este fato |he venha causar qualquer constrangimento ou
penalidade por parte da Instituicdo. O seu atendimento médico ndo sera prejudicado
caso vocé decida ndo participar ou caso decida sair do estudo ja iniciado. Os seus
meédicos poderdo também interromper a sua participacdo a qualquer momento, se
julgarem conveniente para a sua saude.

A sua participacdo com relacdo ao Projeto consiste em autorizar a realizacao de
uma seérie de exames para o diagnostico da sua doenca, e que parte deste material,
assim como os resultados destes exames de rotina, sejam utilizados neste estudo.
Também sera necessaria a sua autorizacdo: 1) para a utilizacdo de documentacdo
fotogréfica ou filmagem de suas lesfes para estudo 2) para que parte do material
coletado periodicamente para a realizacdo de exames para acompanhamento da
evolucdo da sua doenga, assim como os resultados destes exames de rotina e do
seu tratamento sejam utilizados neste estudo 3) para que parte das amostras
coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos que tenham como
finalidade a melhor compreensdo da doencga, o desenvolvimento e avaliacdo de
novos métodos diagndsticos; avaliacdo da resposta ao tratamento etc., desde que
tal estudo seja previamente analisado e autorizado por um Comité de Etica em
Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados lhe serdo gratuitos. Vocé recebera todos
os cuidados médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé tera algumas responsabilidades: seguir as
instrucbes do seu médico; comparecer a unidade de saude nas datas marcadas;
relatar a seu médico as reacdes que vocé apresentar durante o tratamento, tanto
positivas quanto negativas.

Caso vocé necessite de atendimento medico, durante o periodo em que estiver
participando do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas -
Fiocruz, mesmo fora do seu agendamento. Em caso de necessidade ligue para a
Dra Claudia Maria Valete Rosalino, Dra. Maria Inés Pimentel, Dr. Marcelo Rosandiski
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Lyra, Dra. Mariza Salgueiro ou Dr. Armando de Oliveira Schubach nos telefones
acima. Caso vocé apresente qualquer quadro clinico que necessite de internagéo, a
equipe médica providenciara seu leito no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas - Fiocruz.

Sua identidade sera mantida como informacao confidencial. Os resultados do
estudo poderdo ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens
poderdo ser divulgadas desde que vocé ndo possa ser reconhecido. Entretanto, se
necessario, 0s seus registros médicos estardo disponiveis para consulta para a
equipe envolvida no estudo, para o Comité de Etica em Pesquisa, para as
Autoridades Sanitarias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de
concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o
tratamento. O seu médico devera oferecer todas as informacdes necessarias
relacionadas a sua saude, aos seus direitos, e a eventuais riscos e beneficios
relacionados a sua participacdo neste estudo.

Procedimentos, exames e testes que serdo utilizados:

Antes do tratamento havera coleta de informacdes sobre a doenga; exame
médico geral e exame da pele com descricdo e documentacdo fotografica ou
filmagem das lesbGes; exame interno do nariz e da garganta com um aparelho
chamado fibra ética, que permite ver lesdes pequenas ou em locais de dificil acesso,
para descricdo e documentacdo fotografica ou filmagem das lesGes (se necessario
sera aplicado "spray" anestésico local). Retirada, com anestesia local, de um
pequeno fragmento de "ingua", de pele ou de mucosa (lesadas ou aparentemente
sadias) para realizacdo de exames tanto para diagnostico (aspecto microscopico do
tecido e culturas para tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenga como
fungos, bactérias e leishmanias) quanto para pesquisa (identificacdo de células e
outros componentes da resposta inflamatéria, assim como novos métodos de
identificacdo dos possiveis agentes da doenca). Outros materiais também poderao
ser coletados na tentativa de isolamento do agente causador da doenca: aspiracao
com seringa e agulha do bordo da lesdo e de secrecdes em lesbes de pele
fechadas.

Outros exames também serdo realizados para diagnosticar outras doencas
possiveis de serem confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da doenca
e avaliar os efeitos dos medicamentos a serem utilizados durante o seu tratamento:
um a quatro testes cutaneos (injecao da décima parte de um mililitro de um reativo
para determinada doenca na pele da regido anterior do antebraco, a qual devera ser
revista entre 2 a 3 dias apds a injecdo); exames de sangue (quantidade equivalente
a aproximadamente trés colheres de sopa), exame de saliva (coletada com um tipo
de cotonete), radiografia dos pulmdes e da face (se necessario complementada por
tomografia computadorizada); exames da audicao e do equilibrio (se necessarios);
exames fonoaudiolégicos para testar motricidade oral, fala e degluticdo (se
necessarios); exame  odontolégico (se necessario); acompanhamento
fonoaudioldgico (se necessério); avaliagdo nutricional e dietética (se necessario); e
eletrocardiograma.

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento
glucantime por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma injecdo ao dia,
geralmente, durante um periodo de 30 dias continuos ou com intervalos de
descanso. Excepcionalmente, para idosos, pacientes com doengas graves ou que
nao tolerem o tratamento normal, podera ser utilizada a via intralesional (IL). O
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tempo do tratamento podera ser diminuido ou aumentado conforme a necessidade.
Outras opcodes de tratamento s&o a anfotericina B (IV) e a pentamidina (IM), ambas
injetaveis e necessitando medidas de acompanhamento parecidas com as do
glucantime.

Apoés o inicio do tratamento, vocé devera comparecer a aproximadamente trés
consultas dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesdes nao cicatrizem totalmente, o
tratamento podera ser continuado pelo periodo de tempo necessario. Ao se atingir a
cura clinica, vocé devera retornar para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 e 12
meses apos o término do tratamento. E, a partir de entdo, pelo menos uma vez por
ano durante um prazo indefinido (no minimo 5 anos).

A cada retorno deveréo ser realizados avaliacdo médica e exames de sangue (na
quantidade aproximada de uma ou duas colheres de sopa) para avaliar os efeitos
dos medicamentos utilizados no seu tratamento e/ou para avaliar a evolucdo da
doenca. Outros exames, como o eletrocardiograma durante o tratamento, poderao
ser realizados quando indicados.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da punc¢ao venosa e,
eventualmente, podera haver a formacdo de uma area arroxeada no local, que
voltara ao normal dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, os testes na pele poderdo apresentar uma reacdo forte com
inflamagé&o do local, formacdo de bolhas e, mais raramente, formacdo de ferida.
Todo o processo costuma regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.

Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da bidpsia
(retirada de um pequeno fragmento de pele para exame) poderdo causar alergia,
geralmente limitada ao aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira
na pele e que respondem bem a medicamentos anti-alérgicos. Mais raramente
podera haver uma reacdo mais severa com dificuldade de respirar e necessidade de
cuidados mais intensos, existentes no IPEC.

No local da biopsia podera ocorrer inflamacdo e dor, acompanhados ou nao de
infeccdo por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de
medicamentos para dor e antibiéticos.

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos
indesejaveis, nao devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em idade
reprodutiva deve ser acompanhado de uso de método anticoncepcional eficaz como
preservativo de latex masculino ou feminino ("camisinha"), diafragma feminino ou
anticoncepcional oral ("pilula”). Quando o tratamento ndo puder ser adiado, a
anfotericina B podera ser utilizada na gravidez. Os exames com raios-x também né&o
devem ser realizados em gravidas.

Formas de ressarcimento:

Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecida
alimentacdo conforme rotina do Servico de Nutricdo e Servi¢co social do IPEC para
pacientes externos.

Beneficios esperados:

Espera-se que, ao final do tratamento, vocé esteja curado da LTA, embora as
consultas de retorno por varios anos ap0s o tratamento sejam necessarias para a
confirmacdo da cura. Os resultados deste estudo poderdo ou ndo beneficia-lo
diretamente, mas no futuro, poderdo beneficiar outras pessoas, pois espera-se
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também que este estudo contribua para que o diagnostico e acompanhamento do
tratamento de pacientes com LTA possa ser feito de forma mais eficaz e segura.

Caso a sua investigacdo demonstre outro diagnostico diferente de LTA, vocé sera
devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o0 seu caso.

Declaro que li e entendi todas as informacdes referentes a este estudo e que
todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica,
a qual estara a disposicao para responder minhas perguntas sempre que eu tiver
davidas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto,
voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunha®: Data
Nome testemunha®: Data

2 Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.
No caso de menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mae ou responsavel legal.
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ANEXO Il
Formulario de Coleta de Dados
1.0 INICIAIS: 2.0 DATA DE NASCIMENTO: 3.0SEXO: ( ) 1.MASCULINO 2. FEMININO
4.0 MUNICIPIO: ( ) 1.RJ 2. DUQUE DE CAXIAS 3. SEROPEDICA 4. ITAGUAI 5. 5.0 1° ATENDIMENTO:

NITEROI 6. NOVA IGUACU 7. OUTROS

6.0 TEMPO DE EVOLUCAO EM MESES: ( )

7.0 DOENCAS ASSOCIADAS: (1) () ()

1. HAS 2. DM 3. CARDIOPATIA/DISLIPIDEMIA 4. HIV 5.
ALERGIA 6. HEPATOPATIAS 7. NEFROPATIAS 8. OUTRAS

8.0 SINTOMAS: ( )( )( )

1. FEBRE 2. ASTENIA 3. MIALGIA 4.
LINFADENOMEGALIA 5. EMAGRECIMENTO
6. OUTROS

9.0 MEDICAMENTOS: ( ) ( )( )

1. TOPICO- ANTIBIOTICO/CORTICOIDE/ASSOCIACOES 2.
ANTIHIPERTENSIVO/HIPOGLICEMIANTE/HIPOCOLESTEROLEMICO ~ 3-
IMUNOSSUPRESSOR 4- ANTIBIOTICO ORAL 5- OUTROS

10.0 NUMERO DE LESOES ( )

11.0 MAIOR DIAMETRO EM MM ( ) 12.0 LOCALIZAGAO ( )( )( ) ( )( )( )( )

13.0 CULTURA ( )

1.POSITIVO 2.NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

15.0 IMPRINT ( )

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

17.0 ELISA ( )

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

TRONCO POSTERIOR 5. MS 6. MI (COXA)
PE/PERNA

1. CABECA 2. PESCOCO 3. TRONCO ANTERIOR 4.

7.

14.0 HISTOPATOLOGICO ( )( ) ( )

1. AMASTIGOTA 2. PIG 3. PIC 4. FIBROSE 5. OUTROS

16.0RIFI( )

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

18.0PCR ( )

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

19.0 PCR ( )

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

20.0 IDRM ( ) 21.0 IDRM EM MM (

1. POSITIVO 2. NEGATIVO 3. NAO REALIZADO

)

22.0 DESCRICAO: ( )( ) ( ) ()

1. ULCERA 2.PAPULO-TUB 3. ULC-VEG 4. VERR 5. PLC INFILT 6. CICATRIZ 7. EXUL 8. PLC INFIL ULC

23.0 DESFECHO : 1. TRATAMENTO 2.CURA ESPONTANEA 24.0 DATA DO DESFECHO :

25.0 INICIO DE TRATAMENTO:

X. NAO SE APLICA

27.0 ULTIMO ATENDIMENTO:

26.0 TIPO DE TRATAMENTO: ()

1. ANTIMONIATO DE MEGLUMINA 2. PENTAMIDINA 3. OUTROS 4. NAO SE
APLICA

28.0 CONDICOES NO ULTIMO ATENDIMENTO () 1. CURA 2. RECIDIVA
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ANEXO Il

Parecer de aprovacgéo do CEP

INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA EVANDRO CHAGAS - '{w}wﬂ@’
IPEC / FIOCRUZ ol

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo clinico, laboratorial, imunolégico e molecular comparativo entre pacientes com
forma cutanea tipica e forma cutanea disseminada da leishmaniose tegumentar
americana atendidos no Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmanioses, 1989 a 2014

Pesquisador: Maria Inés Fernandes Pimentel

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 49604215.1.0000.5262

Instituigdo Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ
Patrocinador Principal: Fundagdo Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.339.143

Apresentacao do Projeto:

A leishmaniose disseminada (LDi) caracteriza-se por um numero elevado (10) de lesdes cuténeas,
polimérficas, provavelmente devidas a disseminag@o hematica dos parasitos, atingindo partes distintas do
tegumento, podendo ou ndo se acompanhar de acometimento de mucosas. Pode ser causada por espécies
distintas de Leishmania. E relativamente infrequente no contexto da leishmaniose tegumentar americana
(LTA). Sua resposta ao tratamento especifico é alvo de controvérsia: pode responder bem ao tratamento
convencional com antimoniais pentavalentes, entretanto existem casos descritos de resisténcia
medicamentosa. Questbes relativas as caracteristicas imunolégicas dos pacientes afetados, quando
comparados com os pacientes com a forma tipica de LTA, permanecem a ser respondidas, bem como
questdes relativas aos parasitos. Espera-se esclarecer aspectos epidemioldgicos, clinicos, de resposta ao
tratamento especifico; aspectos imunolégicos in situ; e aspectos genotipicos dos isolados parasitarios, que
possam elucidar o comportamento diferenciado da doenga nos pacientes com LDi, quando comparados aos
que desenvolvem formas tipicas de leishmaniose cutanea.

Objetivo da Pesquisa:
Objetiva-se estudar uma coorte histérica dos pacientes com LDi atendidos no Laboratério de

Enderego: Avenida Brasil 4365

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3865-9585 E-mail: cep@ipec.fiocruz.br
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Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses, que constitui um centro de referéncia para atendimento
dos casos de LTA no estado do Rio de Janeiro, entre 1989 e 2014. Os pacientes atendidos no periodo
serdo avaliados, e aqueles com diagnostico de LDi serdo comparados com os pacientes que apresentam a
forma cutanea tipica da doenga, quanto a: 1) caracteristicas sociodemogréaficas, apresentagéo clinica,
exames complementares para o diagndstico, resposta ao tratamento especifico; 2) estudo imunolégico in
situ em fragmentos de lesGes cutaneas; 3) estudo genotipico de isolados de Leishmania sp derivados de
fragmentos de lesGes cutdneas obtidos através de bi6psia, antes do tratamento.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Adequados. Segundo a pesquisadora: Riscos: O estudo é retrospectivo. Nao havera interferéncia do estudo
no diagnéstico, acompanhamento durante e apés o tratamento dos pacientes selecionados para o estudo. O
risco envolvido é o de confidencialidade dos dados, para tanto os coordenadores do projeto se
comprometem a manter os dados confidenciais através de documento anexado ao projeto, a ser assinado e
anexado a cada prontuéario analisado. Beneficios: Ndo havera beneficios diretos aos participantes do
estudo. O beneficio se dara através da ampliagdo do conhecimento da forma disseminada de leishmaniose,
seu comportamento clinico (inclusive diante dos tratamentos padronizados para LTA), suas caracteristicas
imunoldgicas e caracteristicas dos parasitos isolados destes pacientes, em comparagéo com os pacientes
que desenvolvem formas tipicas da enfermidade. Beneficios: Ndo havera beneficios diretos aos
participantes do estudo. O beneficio se dara através da ampliagdo do conhecimento da forma disseminada
de leishmaniose, seu comportamento clinico (inclusive diante dos tratamentos padronizados para LTA), suas
caracteristicas imunolégicas e caracteristicas dos parasitos isolados destes pacientes, em comparag&o com
os pacientes que desenvolvem formas tipicas da enfermidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto bem redigido, desenhado e de extrema relevancia. Pesquisa com baixo risco adicionais para as
participantes do estudo, uma vez que os procedimentos invasivos, biépsias e venocumpultura, apesar de
apresentarem riscos a essas participantes, serdo/foram realizados por indicagdo médica, dentro da rotina
diagnéstica do laboratério Vigilancia em Leishmaniose/VIGILEISH (INI/FIOCRUZ), independente da
condugéo do estudo ora proposto. Assim, os riscos para as participantes desse estudo, que consentirem o
uso das amostras pertencentes a elas, via assinatura do TCLE do “Estudo para a sistematizagdo do
atendimento de pacientes com leishmaniose tegumentar americana no centro de referéncia em LTA -
Instituto de Pesquisa Clinica

Enderego: Avenida Brasil 4365
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Evandro Chagas — FIOCRUZ", aprovado pelo CEP/INI sob nimero CAAE 0016.0.009.000-02, restringe-se a
quebra de confidencialidade/intimidade de seus dados clinicos e pessoais a serem acessados via prontuario
médico pela equipe do projeto. Nesse sentido, os pesquisadores responsaveis comprometeram-se a
“assinar um termo de confidencialidade a ser incluido no prontuério dos pacientes estudados”. O estudo
trara beneficios indiretos as participantes do estudo com a incorporagéo de conhecimento na literatura
biomédica, a ser tornado publico, sobre a forma disseminada de leishmaniose, seu comportamento clinico
(inclusive diante dos tratamentos padronizados para LTA), suas caracteristicas imunol6gicas e
caracteristicas dos parasitos isolados destes pacientes, em comparagéo com os pacientes que desenvolvem
formas tipicas da enfermidade.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foi apresentado termo de consentimento livre e esclarecido do “Estudo para a sistematizagdo do
atendimento de pacientes com leishmaniose tegumentar americana no centro de referéncia em LTA -
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas — FIOCRUZ", aprovado pelo CEP/INI sob nimero CAAE
0016.0.009.000-02, que previa, entre outros, a realizagdo de fotografias e filmagem de lesGes para
documentagao dos casos, coletas de sangue para exames diagnésticos e imunolégicos, e coleta de
fragmentos de lesdes cutaneas para exames diagnosticos e imunolégicos. Entretanto, néo foi submetido na
PB o termo de anuéncia institucional da diregdo do centro para a constituigdo do biorrepositério para
armazenamento de fragmentos utilizados nesses exames diagnodsticos, onde a mesma assume a
responsabilidade do guardo do material biolégico.

O parecer original dizia respeito aos seguintes documentos postados na PB:

DispensaTCLE.pdf;

PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_592330.pdf;

FolhaRostoAssinada.pdf;

ProjetoL.Cdisseminada16set15.doc; e,

TermoCompromissoResponsabilidade.pdf.

Em resposta a pendéncia imposta no parecer do colegiado, a seguir: “1 — Por a atual pesquisa presumir o
uso de Biorrepositério para armazenamento de material bioldgico humano, faz-se necessério, segundo a
Res. CNS 441/11, item 2.1ll e IV, que a pesquisadora responsavel apresente a esse comité: (2a)
“declaragéo de que toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado sera submetida para
aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e,
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asil

quando for o caso, da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)"; (b) “regulamento aprovado pela
instituigdo depositaria destinado & constituigao e ao funcionamento do banco de material biol6gico humano”.
Na impossibilidade de obtengdo do segundo junto a diregdo do centro onde sera constituido o
Biorrepositério, a mesma devera entdo incluir na ressubmisséo do estudo para avaliagdo ética por esse
comité um termo de anuéncia institucional da constituigdo desse biorepositério, ou similar, onde a instituicao
assume a responsabilidade do guardo do material biolégico; de acordo com a Res. CNS 441/11, item 9.",
foram incluidos na resubmiss&o do projeto os seguintes documentos:
PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_592330.pdf;
Declaracao_NovaPesquisa.jpg;

EmendaEquipe.jpg; e,

TermoBiorrepositorio.jpg,

atendendo, assim, na integra a Res. CNS 441/11.

Recomendagdes:
Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Indicaremos a aprovagéo do estudo com a previsdo de produgéo de relatérios semestrais (parciais ou final),
de acordo com a Res. CNS no. 466/12 apds aprovagdo do mesmo pela colegiado.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 04/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 592330.pdf 15:48:02
Outros Declaracao_NovaPesquisa.jpg 04/11/2015 |Maria Inés Aceito

15:46:57 | Fernandes Pimentel
Outros EmendaEquipe.jpg 04/11/2015 |Maria Inés Aceito
15:46:25 | Fernandes Pimentel
Declaragéo de TermoBiorrepositorio.jpg 04/11/2015 |Maria Inés Aceito
Manuseio Material 15:45:27 |Fernandes Pimentel
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
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Outros TermoCompromissoResponsabilidade.p 23/09/2015 |Maria Inés Aceito
df 17:25:47 | Fernandes Pimentel
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ANEXO IV

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, FATIMA CONCEICAO-SILVA, coordenadora € ROSSINA PEREIRA E
PEREIRA, aluna do projeto de pesquisa intitulado “ESTUDO COMPARATIVO DAS
CARACTERISTICAS CLINICAS E DA DA RESPOSTA IMUNE IN SITU ENTRE
PACIENTES COM FORMA CUTANEA LOCALIZADA E FORMA CUTANEA
DISSEMINADA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATENDIDOS
NO LABORATORIO DE PESQUISA CLINICA E VIGILANCIA EM LEISHMANIOSE,
1989 A 2014”, comprometo manter a confidencialidade assim como a privacidade

dos participantes do projeto.

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este

projeto, serdo mantidos em um banco de dados sob a minha responsabilidade.

Os resultados obtidos com esta pesquisa seréo divulgados em comunicacgoes
cientificas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado ndo sera

empregado em outras pesquisas, a ndo ser quando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro, / /

Fatima Conceicéo Silva

Rossina Pereira e Pereira



