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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é endémica no Brasil, sendo causada por
espécies do género Leishmania, sendo a L. braziliensis (Lb) responsavel pela quase
totalidade dos casos no Rio de Janeiro. A LTA apresenta diversas formas clinicas, sendo a
forma cutanea localizada (LCL) a mais comum. Apresenta evolugdo desde casos de
resolucdo espontanea até quadros de ma resposta ao tratamento. A literatura aponta que
estas diferencas dependem da espécie do parasito e de fatores do hospedeiro, e que a
resposta imune, principalmente no sitio das lesGes, parece exercer importante influéncia na
evolucdo da infeccdo. E sugerido que o tipo e a intensidade da resposta imune est&o
envolvidos na resposta terapéutica, mas o mecanismo de acdo ainda € obscuro. Sendo
assim, nos propusemos a avaliar a resposta imune in situ em lesdes ativas de pacientes
que apresentaram regressao espontanea precoce de LCL (LRE), assim como boa (LBR)
ou ma resposta (LMR) ao tratamento especifico, correlacionando este achado com
parametros clinicos e laboratoriais com vistas a deteccdo de possiveis padrdes
relacionados. Para isto avaliamos caracteristicas clinicas, s6cio demograficas, de exames
laboratoriais por ocasido do diagnéstico, e comparamos a resposta imune in situ das lesdes
por imunohistoquimica (IHQ) para identificacdo de células ou marcadores funcionais [(anti-
CD4, -CD8, -CD22, -elastase neutrofilica, -mastdcito, -CD56, -CD25, -Ki67 e -CD68 (Dako),
-INOS (BD Transduction), -IFN-y,-FoxP3 (BD Biosciences Pharmingen), -ST2L
(mdbioscience)], em trés grupos de pacientes: (1) LRE; (2) LBR; e (3) LMR ao tratamento
inicial especifico (em dois momentos: leséo inicial - LMR1 e recidiva-LMR2). De um modo
geral, clinicamente os grupos foram considerados semelhantes, havendo diferenga apenas
no nimero de lesdes e no numero de resultados de exames parasitolégicos positivos,
significativamente maior para os pacientes LMR. Os dados sugerem que os casos avaliados
de LRE apresentavam uma resposta imune mais eficiente e melhor modulada devido a
maior expressao de IFN-y e NOS2, assim como menor proliferagdo e menores quantidades
de macrofagos, neutrofilos, células NK, ST2L, CD22 e CD8, quando comparadas aos casos
de LBR e LMR. Quando comparadas a LBR, as lesbes LMR apresentavam menor
quantidade de células CD4*. Na comparacao de LMR2 com LMR1, nao foram verificadas
diferencas nos perfis celulares e marcadores funcionais, com exce¢do da quantidade de
células ST2L, e uma tendéncia & diminuic&o de células CD8*. E importante notar que LMR1
apresentava ainda maiores quantidades de macrofagos, Ki67 e menor concentracdo de
IFN-y que LBR, sugerindo a manutencado do estimulo e da resposta inflamatéria e o desvio
da resposta imune para um perfil menos eficiente no controle da carga parasitaria, o que
poderia explicar a ma resposta ao tratamento.

palavras chave: Leishmaniose tegumentar americana, tratamento, cura, resposta imune,
imunohistoquimica, in situ
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ABSTRACT

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is endemic in Brazil, being caused by species
of the genus Leishmania and L. braziliensis (Lb) is responsible for almost all cases in Rio
de Janeiro. ATL presents several clinical forms, with localized cutaneous form (LCL) being
the most common. Their evolution varies from cases of spontaneous resolution to poor
response to treatment. The literature indicates that these differences depend either on the
species of the parasite and host factors, and that the immune response, especially at the
lesion site, seems to exert an important influence on the evolution of the infection. It is
suggested that the type and the intensity of the immune response are both involved in the
therapeutic response, but their mechanism of action is still obscure. Thus, we set out to
evaluate the in situ immune response in active lesions of patients who presented early
spontaneous LCL regression (ESR), as well as good (GRL) or poor response (PRL) to the
specific treatment, correlating this finding with clinical and laboratory parameters in order to
detect possible related patterns. Thus, we evaluated clinical, socio-demographic, and
laboratory characteristics at the time of diagnosis, and compared the results of in situ
immunohistochemestry (IHC) for the identification of cells functional markers [anti CD4, -
CDS8, - CD22, neutrophilic elastase, -mastocyte, -CD56, -CD25, -Ki67 and -CD68 (Dako), -
INOS (BD Transduction), IFN-y, -FoxP3 (BD Biosciences Pharmingen), ST2L
(mdbioscience] in three groups of patients: (1) ESR; (2) GRL; and (3) PRL (at two occasions:
initial lesion — PRL1 and relapse-PRL2). Overall, clinically the groups were considered
similar, with differences only in the number of lesions and in the number of positive
parasitological tests, significantly higher for PRL patients. The data suggest that the ESR
cases presented a more efficient and better modulated immune response due to the higher
expression of IFN-y and NOS2, as well as lower proliferation and smaller amounts of
macrophages, neutrophils, NK cells, ST2L, CD22 and CD8, when compared to cases of
GRL and PRL. In the comparison of PRL2 with PRL1, no differences were found in cell
profiles and functional markers, except for the amount of ST2L cells, and a tendency to
decreased CD8* cells. When compared to GRL, PRL lesions had a lower amount of CD4*
cells. It is important to note that PRL1 presented even greater amounts of macrophages,
Ki67 and lower IFN-y concentration than GRL, suggesting the maintenance of the stimulus
and the inflammatory response and the deviation of the immune response to a less efficient
profile in the control of the parasite load. This could explain the poor response to treatment.

Key words: American tegumentary leishmaniasis, treatment, cure, immune response,
immunohistochemistry, in situ
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas que podem se apresentar
clinicamente de forma variada. As duas formas clinicas principais séo: leishmaniose
tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). Distribuidas em todas as regides tropicais e
subtropicais do mundo, podem ser encontradas em 98 paises com incidéncia de
aproximadamente 0,7 a 1 milhdo de casos de leishmaniose tegumentar por ano, e de 200
a 400 mil casos de LV (ALVAR et al., 2012; ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016)
principalmente nos locais com maior indice de pobreza, desnutricdo e aglomeracao
populacional. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que ha cerca de 900 mil a
1,3 milhdes de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes ocorrendo anualmente
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). Assim, em seu conjunto as leishmanioses
sdo consideradas uma das seis mais importantes doencgas infecciosas, pelo seu alto
coeficiente de deteccéo e capacidade de producéo de deformidades e letalidade (nos casos
de infec¢éo visceral).

Nas Américas, a LV é causada pela L. infantum, e pelo menos 16 diferentes espécies
de Leishmania foram identificadas como agentes causais da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) em ambos os subgéneros: Leishmania e Viannia (SILVEIRA, LAINSON &
CORBETT, 2004; CALVOPINA et al., 2005). Para o Ministério da Saude (2010), no Brasil,
as espécies causadoras de LTA mais comuns sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis;
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis. Esta Gltima tem
ampla distribuicdo extra-amazoénica, do sul do Para ao Nordeste, atingindo também o centro
sul do pais e algumas areas da Amazonia Oriental. E o agente mais frequentemente
encontrado, sendo endémico no Rio de Janeiro, onde apresenta padrédo de transmissao
intra e peri-domiciliar (MENESES et al., 2002; SOUZA et al., 2002).

Apesar da LTA ser uma doenca negligenciada com altos indices de casos, esse
quadro parece sofrer variagbes com o passar dos anos no Brasil. E o que demostra a figura
1. O nimero de acometimentos de 2000 a 2013 apresentou média anual de 24.694 casos
registrados e uma deteccdo meédia de 13,5 casos por 100 mil habitantes. Ao longo do tempo,
observou-se uma tendéncia de reducdo da endemia, passando de um coeficiente de
deteccdo de 20,3 casos por 100 mil habitantes em 2000, para 9,1 em 2013 (MINISTERIO
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DA SAUDE, 2015). Uma explicacido para esta mudanca pode estar na implementacio de
acOes de saude voltadas para o controle da doenca e vetor, ou mudancas climéticas e/ou

ambientais que dificultem a transmisséao.
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Figura 1: Namero de casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, 1980-2013
Fonte: Ministério da Saude, 2015

O numero de notificacdes de LTA no RJ entre 2007 e 2015 foi de 705 casos, destes,
609 foram autéctones ou tiveram auctonia indeterminada ou ignorada. De 2013 a 2015 a
média de notificagcbes de LTA no RJ, pelo Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo
(SINAN) foi de 30 casos por ano. Ao compararmos com a meédia de 2007 a 2009 (122 casos
por ano), notamos uma queda de 4 vezes no nimero de casos notificados (SES-RJ, Boletim

epidemioldgico 2016).

A figura 2 demonstra a predominancia do sexo masculino em relacdo aos pacientes
acometidos pela LTA no Rio de Janeiro entre os anos de 2007 a 2015, e a figura 3 os dois
grupos de faixas etarias mais acometidas, sendo o primeiro entre 20 a 39 anos e o segundo
de 40 a 59 anos. Estes dados poderiam ser explicados pela maior exposi¢cao laboral em

homens adultos, quando ficam expostos a picadas de flebotomineos.
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Figura 2- Casos de LTA segundo género, 2007 a 2015
Fonte: SINAN, GDTVZ, SES/RJ, 2016
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Figura 3- Casos de LTA segundo faixa etaria, 2007 a 2015
Fonte: SINAN, GDTVZ, SES/RJ, 2016



1.2 AGENTE ETIOLOGICO, RESERVATORIO E VETOR

As leishmanioses sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados por fémeas infectadas
da familia de insetos Psychodidae genericamente denominados flebotomineos (BASANO;
CAMARGO, 2004). Alguns fatores como o desmatamento, migracdo, aquecimento global,
cacadas a animais silvestres, construcéo de rodovias, dentre muitos outros, contribuem para
0 aumento populacional destes flebotomineos e para a dispersao dos parasitos para areas
antes ndo endémicas. O ciclo biolégico da Leishmania (figura 4) se inicia quando a fémea
do flebotomineo (figura 5) adquire as formas amastigotas do protozoario (figura 6) ao realizar
0 repasto sanguineo em reservatorios infectados, que ao chegarem no sistema digestivo do
vetor, transformam-se em promastigotas (figura 7). As promastigotas sao as formas
infectantes que no proximo repasto, serdo introduzidas na pele do hospedeiro e irdo parasitar
células do sistema fagocitico mononuclear (mondcitos, histiécitos e macréfagos) da derme
e mucosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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- e ;-

A transmitidos ""s,‘:»\
/ N
3 ‘//// pela picada N, s
. :
{_eg/ Promastigotas

™~

metaciclicas

Promastigotas metaciclicas
migram para a valvula faringeana

Promastigotas prociclicas se
multiplicam e se diferenciam
em promastigotas metaciclicas

@
Mamiferos

, Flebotomineo
@ Fémea

Amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas

transmitidos v
- »

‘
pela picada T

Amastigotas sao liberadas
no intestino

Promastigotas metaciclicas
podem invadir ativamente ou
serem fagocitadas por
macroéfagos ou neutrofilos

e

Ve o

Amastigotas infectam
novos macrofagos

Promastigotas se diferenciam
em amastigotas ¢ se multiplicam
por divisao simples

.
4 =

v

SV e
i ML

Amastigotas deixam as
células infectadas

FIGURA 4- Ciclo biolégico do protozoario Leishmania spp no homem e no vetor.Fonte: IBICT acessado em 03/

2018 pelo link ww.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295



Figura 5- Inseto vetor Lutzomyia sp.
Fonte: Manual de Vigilancia da LTA- Ministério de Saude, Brasil, 2013

Figura 6- Leishmania spp - Forma amastigota

Fonte: Manual de Vigilancia da LTA, Ministério de Saude, Brasil, 2013

Figura 7- Leishmania spp — Forma promastigota
Fonte: Manual de Vigilancia da LTA, Ministério de Saude, Brasil, 2013



A LTA pode ser considerada um importante problema de salde publica has Américas
devido a sua dispersdo no continente, e, dependendo da espécie infectante e da resposta
imune celular do hospedeiro, podem-se desenvolver variadas formas clinicas da doenca
(SILVEIRA, LAINSON & CORBETT, 2004). Assim, a diversidade de espécies de Leishmania,
de reservatorios vertebrados e fleb6tomos vetores em diferentes locais, podem ter influéncia
no desenvolvimento das diversas formas clinicas que a leishmaniose pode apresentar
(FARAH; KLAUS; FRANKENBURG, 1993). Além disso, acredita-se que a resposta
imunoldgica do hospedeiro ira definir o processo da doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2006). Diversas espécies de mamiferos podem servir como reservatorio para a Leishmania,
como canideos, marsupiais, roedores, edentados, etc. O homem em areas endémicas acaba
sendo infectado acidentalmente. A forma visceral também pode ser transmitida por acidentes
laboratoriais, transfusdes de sangue e transplante de 6rgaos, apesar de raros 0S casos
(DEY, 2006). Atualmente as estratégias de profilaxia da leishmaniose constituem o controle
de reservatorios e vetor, deteccado de novos casos, tratamento dos casos ja existentes e uso
de inseticidas, principalmente em locais de mata e ao entardecer, periodo de maior atividade

dos flebotomineos.

1.3 A INFECCAO

De forma geral, a infeccdo tegumentar por Leishmania (Viannia) braziliensis
manifesta-se como leishmaniose cutdnea ou mucocutanea. A infeccdo produzida por
Leishmania (Leishmania) amazonensis produz lesdes cutaneas tipicas (leishmaniose
cutanea) ou difusas (forma cuténea difusa anérgica) (SILVEIRA, LAINSON & CORBETT,
2004; AZEREDO-COUTINHO et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A Leishmania
(Viannia) guyanensis provoca quadros cutaneos tipicos e raramente formas mucosas, por
contiguidade ou inoculacéo direta (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Independente da espécie de Leishmania identificada, o aspecto clinico mais
caracteristico (tipico) das lesdes cutaneas da leishmaniose tegumentar é semelhante e
denominado leishmaniose cutanea localizada (LCL) (MATTOS, 1993; MARZOCHI &

MARZOCHI, 1994; GUERRA et al., 2003; SILVEIRA, LAINSON & CORBETT, 2004)
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caracterizada por uma ou poucas Ulceras indolores com bordas elevadas, infiltradas,
eritemato-violaceas (“bordas em moldura”) e fundo granuloso com pouca secregéao (figura
8A).

A leséo tipica pode ser diagnosticada com certa facilidade em areas endémicas, se

ndo houver superposi¢cdo com infeccbes de pele com caracteristicas clinicas semelhantes

como piodermites, Ulceras vasculares, traumaticas e esporotricose, entre outras (foto 8B)

k

(MINISTERIO DA SAUDE, 2007, ANTONIO et al., 2017).

FIGURA 8- (A) Leséo de LTA se assemelhando & leséo de esporotricose fixa (B)
(Imagens cedidas pelo Dr. Marcelo Lyra — LapClin VigiLeish — INI-Fiocruz)

Casos de regressdo espontanea precoce podem ser identificados ainda durante o
processo de diagndstico, em pacientes com tempo de evolugdo pequeno (OLIVEIRA-
RIBEIRO et al., 2017). A partir desta observacao algumas hipoteses podem ser cogitadas.
Tal fenbmeno poderia ser explicado pelo estabelecimento precoce de uma resposta imune
especifica eficiente na eliminacdo do parasito (LOCKSLEY et al., 1987; HEINZEL et al.,
1989; AWASTHI et al., 2004;). Outra possibilidade seria a influéncia de caracteristicas
genéticas do parasito. No entanto, casos de cura espontanea precoce tém sido descritos
em praticamente todas as areas endémicas, independente da predominancia da espécie

envolvida.

Quando o diagndstico é confirmado e o tratamento instituido, normalmente as lesdes
regridem rapidamente com epitelizacdo e, em periodo de tempo variavel, para a
cicatrizagdo total da ulcera. No entanto, em alguns casos 0s pacientes ndo respondem bem
ao tratamento instituido, seja pela auséncia de sinais de cicatrizacao, seja pela epitelizacao
inicial seguida de reaparecimento de sinais de atividade no local da lesdo primaria. Quando
isto acontece ainda no periodo de avaliagcdo da resposta terapéutica o grupo do LapClin
VigiLeish convencionou denominar insucesso terapéutico. Esta denominagéo foi dada para
distinguir a falha terapéutica, definida pelo Ministério da Saude como a auséncia de
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cicatrizagcdo ou reativacdo da lesdo apés dois ciclos completos de tratamento, enquanto o

insucesso terapéutico seria a reativacao da lesdo apoés o primeiro ciclo completo.

Nos ultimos anos tem surgido cada vez mais frequentemente a possibilidade de casos
de resisténcia ao farmaco de primeira escolha (SANTOS et al., 2002; ROJAS et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2006). Contudo, em relacdo aos fatores que influenciaram a méa
resposta, a literatura ndo é conclusiva (OLIVEIRA-NETO et al, 1998; SANTOS et al., 2002;
MACHADO et al., 2002; ROJAS et al., 2006; CALVOPINA et al., 2006, RODRIGUES et al,
2006; UNGER et al, 2009). No nosso pais, as percentagens de falhas terapéuticas descritas
tém grande variacdo, sendo que no Rio de Janeiro recentemente foi descrito uma taxa de
5,8% (BRAHIM et al., 2017), mas em outras regides podem chegar a 49% para L. braziliensis
(MACHADO et al., 2002; ROJAS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006). Os autores tém
relacionado estas ocorréncias a fatores tao diferentes quanto peso do paciente, nimero de
lesbes, co-infecgdes, viruléncia do parasita e cepas de Leishmania spp que desenvolveram
resisténcia ao antimonial pentavalente (SANTOS et al.,, 2002; MACHADO et al., 2002;
ROJAS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006; UNGER et al., 2009). Muitos destes fatores
sao dificeis de comprovar e, além disto, muitos outros fatores intervenientes podem agir de
maneira sinérgica na determinacgao da resposta ao tratamento. Uma das possibilidades mais
estudadas € a existéncia de parasitas resistentes ao antimoénio (AZEREDO-COUTINHO et
al, 2007).

Outra possibilidade seria a existéncia de parasitas com grande capacidade de
replicacdo aumentando assim o processo inflamatério e a carga parasitaria e
consequentemente dificultando sua eliminacdo. Baptista et al (2009) descreveram a
existéncia de diferentes clones isolados do mesmo paciente em dois momentos: durante a
fase inicial e durante o diagnostico de recidiva das lesGes. No entanto, outros casos de falha
terapéutica ndo apresentavam diferenca. Mais recentemente Batista et al (2015) sugeriram
que a exposicao prévia ao tratamento poderia prejudicar a capacidade das promastigotas de
se multiplicarem in vitro, entretanto relataram ndo haver diferenca na sua capacidade de
infectar macréfagos murinos. No entanto, outros autores tém identificado correlacéo entre
caracteristicas do parasita e o tipo de lesdo e a resposta terapéutica. Bilbao-Ramo et al
(2017), por exemplo, demonstraram diferencas na susceptibilidade de alguns farmacos em

isolados de L. (V.) braziliensis, L. (Viannia) lainsoni e L. (Leishmania) mexicana.



Assim, apesar dos estudos publicados, ainda nao foi possivel indicar o(s) fator (es)
que determina (m) a ma resposta ao tratamento. Além disto, dados publicados tém
demonstrado que nem sempre € possivel a correlagdo entre estudos in vitro de resisténcia
aos medicamentos e a resposta ao tratamento in vivo. Atualmente as técnicas de estudo in
situ tém se tornado ferramentas importantes para o entendimento da resposta imunologica
de uma grande variedade de doencas infecciosas, pois permitem a identificacdo do agente
infeccioso além do tipo de células e citocinas envolvidas na resposta inflamatoria (AMATO
et al., 2003; CONCEICAO-SILVA et al., 2010).

Resumindo, muito pouco ainda se sabe sobre possiveis fatores que pudessem estar
envolvidos na evolucdo das lesbes tegumentares para a cura clinica e prote¢cdo contra

recidivas e reinfeccoes.

1.3.1 Formas clinicas da LTA

Em 1994, M. Marzochi & K. Marzochi realizaram uma classificacdo de grupos de forma
cutdnea e mucosa baseada tanto em aspectos clinicos como evolutivos da doenca, que foi
utilizada, com adaptacées, pelo Ministério da Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2017), sendo

0S principais:

o Leishmaniose Cutanea Localizada: O tipo de lesdo mais comumente encontrado é
a ulcera, com medidas variaveis de alguns milimetros até alguns centimetros, e
sendo Unica em mais da metade dos casos, localizadas geralmente nas areas
expostas (AZEREDO-COUTINHO, 2014).

o Leishmaniose Cutanea Disseminada: Apresenta-se de forma contraria a LCL em
relacdo a quantidade de lesbes. O paciente apresenta dez ou mais lesbes em duas
ou mais regides ndo contiguas do corpo, podendo chegar a centenas. Corresponde

apenas a 2% dos casos e € considerada uma das formas raras da doenca
(BRASIL, 2017).

o Leishmaniose Cutanea Difusa: Esta forma de LTA é considerada grave. E
caracterizada por lesbes nodulares, ndo ulceradas e com teste IDRM negativo,

devido a baixa resposta imunolégica. Os farmacos utilizados durante o tratamento

9



nao sao muito efetivos e o0s pacientes apresentam geralmente apenas uma
melhora transitéria. No Brasil, a espécie causadora dos casos da forma cutanea
difusa é a L. amazonensis (BRASIL, 2017).

Leishmaniose Mucosa: E considerada uma das formas graves na LTA e costuma
aparecer anos apos a lesdo cutdnea. Desenvolve-se de forma crénica, levando a
obstrucdo nasal, secrecdes, dor e deformidades, que podem ser irreversiveis. A
lesdo inicial geralmente ocorre no nariz, mas pode ocorrer disseminacdo para as
tonsilas, palato e laringe (MOREIRA, 1994). De um modo geral, € causada por
espécies do subgénero Viannia (DISCH et al., 2005), entretanto casos por espécies

do subgénero Leishmania ja foram relatados no pais (BARRAL et al., 1991).

Leishmaniose Recidiva Cutis: Consiste na reativacdo de lesdes, ao redor ou dentro
da cicatriz da forma classica cutanea de leishmaniose (BITTENCOURT et al.,
1993), e apesar da dinamica em que ocorre, este fenbmeno ainda permanece um
pouco obscuro. Acredita-se na ideia de um defeito na ativacdo dos linfécitos T e
funcionalidade dos macréfagos para eliminar as formas amastigotas
(SERAFINELLA, 2000). A IDRM apresenta-se positiva.

1.4 DIAGNOSTICO

A LTA possui uma diversidade de formas clinicas e pode se assemelhar a muitas outras

doencas, dificultando o diagndéstico e consequentemente a avaliacdo do progndstico do

paciente. A leishmaniose cutanea, por exemplo, pode se apresentar em diferentes formas,

tamanhos e numeros de lesfes. Alguns métodos diagndsticos sdo desejaveis para

confirmacéo, visto que a historia epidemiologica e o aspecto clinico nem sempre sdo

satisfatorios para a concluséo de um diagnostico. Os exames parasitologicos sao geralmente

de facil manejo e baixo custo.

O exame direto por escarificacdo da leséo ou por impressdo em lamina ou fragmentos

de lesbes, por exemplo, pode evidenciar a presenca do parasita, entretanto quanto mais

tardia for a lesdo menor se torna a probabilidade de encontra-lo (BRASIL, 2009). A

histopatologia e o isolamento do parasita em cultivo ttm bom percentual de positividade,
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mas sua realizagcdo necessita de equipamentos e pessoal treinado. A reagédo da polimerase
em cadeia (PCR) é um método altamente sensivel e Util para identificacdo e discriminagcéo
da espécie de Leishmania (AKHOUNDI et al., 2016), 0 que pode facilitar 0 manejo de cada

paciente individualmente.

A intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) e sorologias especificas como ELISA e
imunofluorescéncia indireta também sao importantes ferramentas. Notadamente, a IDRM é
um exame de avaliagcdo da resposta celular de hipersensibilidade tardia a antigeno de
Leishmania spp inoculado por via intradérmica e ndo € capaz de distinguir lesédo ativa de
infeccdo passada. Deve ser analisada apos 48h-72h da injecdo medindo a area de induracéo
da lesdo formada, considerando-se positivo um didmetro maior ou igual a 5mm. Alguns
autores verificaram que a positividade da IDRM independe da duragéo das lesdes, do género
ou da idade dos pacientes (MANZUR & BARI, 2006). Mas a resposta a IDRM deve ser
interpretada com cautela pois outros sugerem que lesdes muito recentes podem apresentar
IDRM negativas, jA que durante as quatro a seis primeiras semanas da lesdo o teste pode
se apresentar negativo (BRASIL, 2017) e que o teste pode se manter positivo apds o
tratamento e cicatrizag&o. E verificado que habitantes de areas endémicas também podem
apresentar teste de IDRM positivo (BORGES et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2005). Além
disto, ja foram relatados casos de IDRM positiva em pacientes com esporotricose confirmada
no Rio de Janeiro (DE LIMA BARROS et al., 2005).

Os testes soroldgicos também ndo devem ser utilizados como critério exclusivo, pois
sua especificidade e sensibilidade dependem de diferentes fatores como o tipo de ensaio,
fatores do préprio hospedeiro, antigenos utilizados, dentre outros (ARONSON, 2016). Assim,
o ideal seria que estes testes se complementassem para um diagnéstico mais robusto e

confiavel.
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1.5 O TRATAMENTO DA LTA

O Programa de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana (PV-LTA) é
responsavel pela detec¢do precoce de casos, investigacdo e monitoramento de efeitos
adversos dos medicamentos, por exemplo (BRASIL, 2017). Os medicamentos
recomendados para o tratamento de LTA cutanea tém elevada toxicidade sistémica,

ocasionalmente levando a fatalidades (LIMA et al., 2007).
Antimoniato de Meglumina

Os antimoniais pentavalentes constituem as drogas de primeira linha para o
tratamento das leishmanioses com sensibilidades variadas tanto in vitro quanto in vivo
(AZEREDO-COUTINHO et al., 2014). Diferentes regimes terapéuticos tém sido sugeridos
com algumas diferencas primordiais: uso de antimoniato de meglumina ou de
estibogluconato de sédio, via de administracdo, administracao continua ou intermitente do
medicamento, dose diaria, duracdo do tratamento, critérios utilizados para interromper ou
para prolongar o tratamento e as espécies e cepas de Leishmania envolvidas. A OMS
padronizou a terapia com o farmaco e atualmente € recomendado que a dose do antimonial

seja calculada em mg Sb**/kg/dia.

O antimoniato de N-metilglucamina pode ser usado em mulheres acometidas pela
leishmaniose tegumentar em periodo de amamentacdo dada a baixa dosagem encontrada
no leite materno, entretanto ele ndo € indicado para gestantes devido ao risco do
desenvolvimento de sindromes fetais (BRASIL, 2017). Os efeitos colaterais mais frequientes
costumam ser artralgia, mialgia, anorexia, cefaleia, febre, vomitos, tonturas, insuficiéncia
renal, entre outros (SALDANHA et al, 2000). O principal efeito adverso do Sb*° é decorrente
da sua agéo sobre o aparelho cardiovascular, por isso € importante a realizacdo de exames
cardiovasculares repetidos até o fim do tratamento a fim de evitar maiores complicacoes.
Pacientes com idade superior a 50 anos, cardiopatas e afins devem receber medicacéo
com cautela (MELGARES, 2012). Nos casos de contra-indicacdo ao antimonial
pentavalente, outros farmacos como a anfotericina B e a pentamidina podem ser utilizados
(AMEEN, 2010).
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A aplicacdo € realizada por via intramuscular, endovenosa ou mesmo via
intralesional, sendo esta Ultima utilizada geralmente em pacientes que apresentam de uma
a duas lesdes cutaneas (SCHUBACH et al., 2014).

Anfotericina B e Pentamidina

Sao comumente as drogas de segunda linha quando h& contra-indicacdo ao antimoniato,
porém em alguns paises podem ser consideradas como primeira op¢ao, até mesmo pela
espécie predominante no local. Na Guiana Francesa, por exemplo, a maioria dos casos
relatados sdo causados por L. guyanensis e a pentamidina € a droga de primeira escolha
(BLUM, 2004). Pimentel et al (2011) relataram um caso de resisténcia ao antimonial
pentavalente, intolerancia a anfotericina B lipossomal e ao desoxicolato de anfotericina B,
onde apds diversas tentativas terapéuticas, a pentamidina foi administrada e as lesGes
cicatrizaram apds 2,4 g da dose utilizada em 23 dias de tratamento. Assim como o
antimoniato de meglumina, também possuem alguns efeitos adversos comuns como dor,

nauseas, vomitos, mialgias, dentre outros.
Miltefosina

O uso deste medicamento ainda é discutido. Em 2002 foi registrado para uso da forma
visceral na india e apo6s alguns anos, na Colémbia (BERMAN, 2008). Seu uso pode
ocasionar elevacdo das aminotransferases e da creatina fosfoquinase (SCHUBACH et al.,
2014; BERMAN, 2008). Resultados discrepantes quanto a sua eficacia tém questionado seu
uso em larga escala (REVEIZ et al., 2013).

Outras terapias

Existem alguns tratamentos alternativos feitos com extremos de temperatura sobre a
lesdo como a crioterapia, que consiste na aplicacdo de nitrogénio liquido (-195 ° C)
(LAYEGH, 2009) e a termoterapia a 50 ° C. Outras drogas e fitoterapicos tem sido testados,
mas ainda ndo estdo disponiveis para uso em larga escala (OLIVEIRA et al.,, 2014;
BEZERRA et al., 2006)

A deteccéo precoce da infeccdo € crucial para dar inicio a um tratamento adequado,
evitando assim danos maiores ao paciente. Grupos cientificos estudam a combinacdo de
componentes para o desenvolvimento de uma vacina para a leishmaniose cutanea, visando
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a prevencdo da doenca, mas esse quadro ainda é bastante complexo j& que envolve
diversos fatores como caracteristicas genéticas do vetor e do parasita, viruléncia e
caracteristicas epidemioldgicas distintas, resposta imunolégica bem definida, dentre outros
pontos que ainda nao estdo totalmente esclarecidos (DE LUCA, 2016). O melhor
conhecimento da resposta imune e dos fatores que influenciam a evolucdo da infeccéo,
poderiam auxiliar no desenvolvimento de novas drogas para o tratamento assim como no

desenho de novos compostos e estratégias vacinais.

1.6 ARESPOSTA IMUNE NA LTA

Algumas técnicas como a imunohistoquimica e a hibridizac&o in situ tém se tornado
métodos interessantes para a obtencdo de dados que proporcionem uma melhor
compreensao da imunopatogenia de uma diversidade de doencas infecciosas que
produzem lesdes teciduais, incluindo a leishmaniose (MORGADO et al., 2008). A partir
destas técnicas, as dindmicas do processo inflamatério da pele puderam ser conhecidas e
detalhadas mais a fundo (KOCH et al., 2006; MORGADO et al., 2008).

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e atua como uma importante barreira a
entrada de produtos quimicos, fisicos e biolégicos a partir do meio externo, além de produzir
reacdes imunoldgicas que contam com a participacdo dos principais tipos de células
encontrados na epiderme, que sdo 0s queratinécitos, os melandcitos e as células de
Langerhans (ABBAS, 2008). Os queratinocitos sdo capazes de produzir citocinas que
auxiliam no processo inflamatério, além de atuarem também como células apresentadoras
de antigenos apos estimulagdo (LUNGER et al., 1990). Na derme também é possivel

encontrar linfécitos T (células CD4* e CD8*), mastocitos e macréfagos, entre outras células.

A cascata inicial da resposta imune da pele pode ocorrer a partir de um trauma capaz
de romper a barreira de queratina levando a possibilidade de exposicédo da derme direta ou

indiretamente como ocorre a partir de uma picada de inseto.

Os queratindcitos ao serem rompidos, passam a liberar diferentes citocinas e
quimiocinas, entre elas o Fator de Necrose Tumoral (TNF- a) e interleucina 1, que ira
estimular a produgéo de outras interleucinas (SPELLBERG, 2000). Nos casos de invasao
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por agentes infecciosos, as células de Langerhans existentes na epiderme e/ou as células
dendriticas da derme capturam os antigenos e migram para o linfonodo de drenagem, onde
podem apresenta-los aos linfécitos T CD4* em passagem pelo local, selecionando os
clones respondedores aos antigenos apresentados e dando inicio a resposta imune
especifica. No intervalo entre a migracao celular e ativacdo da resposta imune especifica,
a resposta imune inata age principalmente a partir de células presentes ou de migracao
rapida para a derme, como € respectivamente o0 caso de macréfagos, mastocitos e

polimrfonucleares neutrofilos.

Na leishmaniose, tanto a resposta imune inata quanto a especifica tém importancia
na qualidade da resposta imune capaz de controlar ou ndo a infeccdo. A presenca de
linfécitos T especificos ativados (CD4* e CD8* e suas subpopulacées) é de grande
importancia para o controle da carga parasitaria, pois estimulam e regulam a resposta
imune especifica, capaz de induzir citotoxicidade e atividade leishmanicida dos macrofagos.
As subpopulacdes de linfécitos T sao classificadas preferencialmente de acordo com o perfil
de citocinas secretado. Entre as diferentes subpopulacdes de linfocitos T ja descritas,
merecem destaque as populacdes que caracterizam o perfil de resposta do tipo 1 (Thl) e
de tipo 2 (Th2), mas outros perfis tém sido implicados na patogénese das leishmanioses
(ABBAS, 2008).

A resposta imune tipica detectada nos pacientes com a forma localizada (LCL) é
caracterizada por uma producdao de citocinas proinflamatérias, com predominio de citocinas
Th1, como INF-y, interleucina (IL)- 2 e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) (MENDONCA
et al., 1986; CONCEICAO-SILVA et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Entretanto, a resposta
reguladora de citocinas do tipo 2 também esta presente na forma LCL, pela producédo de
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento-beta (TGFp). E sabido que 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). Logo,
uma resposta do tipo 1 equilibrada, com produgéo de citocinas como IFN-y, IL-12 e TNF-a

séo indispenséaveis para o controle da infec¢do por Leishmania spp (GREEN et al., 1990).

Algumas func¢des das citocinas séo essenciais para a evolugao das lesbes de LTA. O
INF-y, por exemplo, estimula macrofagos a aumentar a atividade da enzima NOS2 (6xido

nitrico sintase do tipo 2), aumentando consequentemente a producéo de NO (6xido nitrico),
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além de radicais superoxidos que séo os principais mediadores da morte do parasita. Kima
e Soong (2013) demonstraram que a infec¢ao por espécies de Leishmania do subgénero
Viannia na LCL leva a uma ativagédo importante de macréfagos. Outras subpopulagées de
células T, como células Th17, caracterizada pela producao de citocinas inflamatorias (IL-
22, 1L-17), e células T reguladoras (T reg) aliadas a producéo de citocinas reguladoras (IL-
10, TGF-B) auxiliam na evolugédo ou regressdo da doenga dependendo da espécie da
Leishmania e das caracteristicas do hospedeiro (MASPI et al., 2016). Estudos
demonstraram que a interleucina 17 (IL-17) estd envolvida na cronicidade de lesGes
(BACELLAR et al, 2009). Ademais, a interleucina 22 (IL-22) esta envolvida na imunidade
do epitélio e da superficie das mucosas. Marreti-Mitra et al (2011) também observaram uma
maior expressao de IFN-y, interleucina 10 (IL-10) e TGF-B em lesdes de pacientes que
evoluiram com pior resposta ao tratamento. Barral-Neto et al (1995) demonstraram que
infeccdes iniciais ocasionadas por L. (V.) braziliensis apresentam altos niveis de TGF-$3, o
qual poderia estar sendo expresso por macrofagos infectados recentemente, estando assim
ligado ao estabelecimento da infeccdo nos estagios iniciais da doenca. Apesar de ainda
faltarem alguns dados, atualmente ja é possivel realizar uma associacdo entre tipo de
resposta imune e evolugdo 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.

Em relacdo ao microambiente tecidual, pode-se demonstrar que as lesdes de LTA sao
caracterizadas pela reacdo inflamatéria do tipo crénica granulomatosa, com intensa
infiltrac@o linfoplasmocitaria (QUINTELLA et al., 2009). Nas lesdes de leishmaniose
cutanea localizada (LCL) tipicas, ou seja, haquelas com presenca de Ulceras com bordas
infiltradas e fundo granuloso, ja foi descrita a predominancia de linfocitos T, macrofagos e
neutrofilos (MORGADO et al., 2008). A formacédo da Ulcera tem sido sugerida no modelo
murino de estudo como sendo decorrente do processo inflamatoério, e ndo necessariamente
pela presenca do parasita (BELKAID et al., 2000). Nestes casos o0s autores demonstraram
que a lesdo surge no momento em gque o processo inflamatdrio comeca a se instalar e que
neste mesmo ponto a carga parasitaria diminui. Por outro lado, o desequilibrio da resposta
tanto para uma diminuicdo quanto para a exacerbacao da resposta do tipo 1 pode trazer
danos que dificultem o controle da LTA. Neste contexto, Maspi et al (2016) sugeriram que

uma resposta imune com predominio de citocinas Tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10) pode diminuir
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a expressao da enzima NOS2 resultando na deficiéncia de estimulacdo dos macréfagos ao
seu estagio parasiticida, auxiliando a proliferacéo parasitaria e levando a uma doenca grave
de dificil tratamento, como no caso da forma cutanea difusa. Avaliagdes de casos de lesao
mucosa tém sugerido que na leishmaniose mucosa (LM) ocorre uma resposta imune celular
exacerbada e desequilibrada com aumento expressivo de citocinas Thl como o INF-y
(PALMEIRO et al.,, 2012). E sugerido que essa resposta descontrolada possa ser
responsavel pelo importante dano tecidual, explicando o surgimento de lesdes destrutivas,

extensas, de dificil tratamento.

Parasitas ja foram isolados de cicatrizes ap0s 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., 1998b; OLIVEIRA-CAMARA et al, 2006; MORGADO et al., 2010, entre
outros). Os individuos portadores de parasitos persistentes apesar de assintomaticos,
podem apresentar recidivas da doenca (SARAVIA et al., 1990). Por outro lado, o fato de
haver persisténcia parasitaria, contribui para que o sistema imune esteja sempre
estimulado, mantendo um pool de células efetoras especificas aos antigenos de
Leishmania spp induzindo uma acdo protetora (GOMES-SILVA et al., 2014). Os
mecanismos que levam a lesdo mucosa permanecem obscuros, porém a persisténcia de
parasitas viaveis em cicatrizes € importante para o entendimento do posterior
desenvolvimento de LM. Além disto, o status imunoldgico do hospedeiro afeta a eficacia da
medicacdo, sendo falhas terapéuticas mais comuns em pacientes imunocomprometidos
(HIV — positivos) (AMATO et al., 2004).

Apesar de todo o conhecimento acumulado e do reconhecimento do papel
importante desempenhado pelas citocinas, o mecanismo pelo qual ocorre o controle da
infeccéo ainda € desconhecido. Assim, caracterizar a resposta inflamatoria local, o tipo e a
funcdo celular das células envolvidas tém-se mostrado importante na compreensao das
diferentes apresentacdes clinicas de LTA. Neste sentido, estdo disponiveis no mercado
varios anticorpos capazes de reconhecer tipos celulares, citocinas e enzimas, entre outros,

que podem auxiliar na construcao desse painel de resposta inflamatoria.
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1.6.1 Uma breve introducdo aos marcadores celulares e funcionais

Durante a infec¢@o por parasitas do género Leishmania muitas células podem ser
ativadas agindo diretamente ou indiretamente no local exposto, liberando citocinas e
auxiliando no controle e captacao do patdégeno. Algumas células e marcadores funcionais
séo descritos abaixo:

Linfocitos e subpopulacbes

A maioria dos linfécitos T é constituida por células T CD4* e T CD8*. As células T
CD4* séo diferenciadas e passam a apresentar diversas fungées como a ativagcédo das
células do sistema imune inato, linfécitos B, células T citotdéxicas (RISHI, 2012). A célula
CD4 secreta interleucina-2 (IL2) rapidamente auxiliando na expanséao clonal, e interferon-y
(IFN-y), responsavel pela ativagdo de macréfagos (ABBAS, 2008). As células T CD8* sédo
citotoxicas e podem secretar Fator de Necrose Tumoral (TNF) além de expressar granzimas
e perforinas, induzindo a morte das células infectadas por patdégenos (DANTAS, 2013),
além de expressar também IFN-y. As moléculas CD22 sdo expressas pelas células B e

sao responsaveis pela regulacdo da ativacdo destas células (ABBAS, 2008).

Elastase neutrofilica (neutrofilo)

Os neutrofilos sdo as primeiras células atraidas para o local da infeccdo. Trata-se de
um polimorfonuclear com capacidade de eliminar o patégeno por diferentes mecanismos
intra e extracelulares. Os neutrofilos podem romper e formar armadilhas extracelulares em
forma de rede conhecidas como NETS, as quais séo formadas por DNA, histona e enzimas,
imobilizando patdgenos e ajudando na fagocitose ou os matando diretamente por meio de
proteases (figura 9) (MOCSAI, 2013; KOLACZKOWSKA, 2013). Recentemente, nosso
grupo demonstrou a relacéo entre a presenca de neutrofilos e a proximidade espacial de
formas amastigotas de L. braziliensis em lesbes com evoluc¢éo de 1 a 4 meses (MORGADO
et al., 2015), sugerindo que este tipo de mecanismo poderia auxiliar na captacdo de
amastigotas extracelulares e no controle da infeccdo. Outros estudos tém descrito o
neutréfilo com uma funcdo semelhante a “cavalo-de-tréia” na leishmaniose, que apos ser
infectado por Leishmania spp modifica sua superficie, sendo rapidamente fagocitado por

macrofagos, liberando as amastigotas diretamente dentro do macréfago, impedindo a
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ativacdo do mesmo e facilitando a sobrevivéncia e reproducdo dos parasitas (JOHN &
HUNTER, 2008; JOCHIM, 2009).
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Figura 9- Neutrofilo e seus mecanismos de acéo sobre o patégeno.
Fonte: Retirado Mécsai, 2013 (Em 27 de janeiro de 2018)

CD68 (Macrofago), NOS2 (Oxido Nitrico Sintase) e IFN-y (Interferon-gama)

Os macrofagos sdo ativados em resposta a invasao de microrganismos e podem
causar lesdo tecidual. Seu principal mecanismo € a fagocitose e destruicdo de patdégenos,
além da secregéao de citocinas que estimulam a inflamacgéo (ABBAS, 2008).

7

A Leishmania spp é um parasita intracelular obrigatério e os macréfagos séo

7

essenciais para sua sobrevivéncia. Ao mesmo tempo sua acdo € responsavel pela
eliminacdo do parasita. Sua ativagdo pode ocorrer por via classica ou alternativa. A ativacao
classica € mediada pelos produtos de células Thl e NK, particularmente IFN-y, que estimula
macrofagos para ativar oxido nitrico sintase induzivel (iNOS ou NOS2). Trata-se de uma
enzima que catalisa L-arginina para gerar Oxido Nitrico (NO) (LIU, 2012), regulando a

resposta inflamatoria e sendo importante no controle da infec¢do por diferentes espécies
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de Leishmania. Serarslan et al (2012) demonstraram uma correlacdo inversa entre a
expressdo de NO e a carga parasitaria em pacientes de leishmaniose cutanea; além disto,
observaram gue os pacientes com até seis meses da doenca apresentavam uma expressao
de iINOS mais intensa, sugerindo que a producao precoce de NO seria importante para o
controle da infecgao.

Muitos macrofagos parasitados ndo obtém sucesso na eliminag&o do parasita devido
aos seus mecanismos de escape. Nas lesfes tardias o niumero de leishmanias € reduzido
e o0 grande numero de macrofagos observados podem estar presentes para eliminacao de
células inflamatérias desnecessérias, controlando o ambiente e dando inicio ao processo
de cicatrizacdo (MORGADO et al., 2008). Além do IFN-y, outras citocinas podem auxiliar
na ativacdo de macréfagos, regulando positivamente a expressao de iNOS e conduzindo a
expressao de NO, tais como IL-1 e TNF (LIU, 2012).

Natural Killer (CD56)

Tem como principal funcdo a lise de células infectadas e ativacdo de macréfagos.
Além disto constituem uma importante fonte de IFN-y. Sua atividade e expansdo séo
estimuladas por citocinas como IL-5 e IL-12. Quando ativadas, estas células liberam
proteinas préoximas a célula alvo, como por exemplo a perforina, auxiliando a entrada de
outras proteinas no citoplasma destas células para sua destruicdo (ABBAS, 2008).

Células NK T constituem uma pequena porcao de linfécitos com caracteristicas de
células NK e células T, podendo ser consideradas do sistema natural ou adquirido.
Possuem habilidade de secretar grandes quantidades de citocina em um curto periodo de
tempo quando ativadas (KORECK, 2002). Possuem varios receptores como o CD56 e
podem suprimir ou ativar respostas imunes naturais e adquiridas (ABBAS, 2008). Prajeeth
et al (2011) concluiram que apesar de ter um efeito potente no controle de infeccdes, a
célula NK pode ndo conseguir reconhecer macrofagos infectados por leishmanias como

alvos, provavelmente devido a falta de sinais adequados.
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Ki67 (proliferacao celular)

A expressao da proteina Ki-67 esta associada a proliferacédo celular. Faz-se presente
em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose) e ndo é detectavel nas células
em repouso (GO0) (SCHOLZEN, 2000). Sdo poucos os estudos de Ki-67 em doencas
infecciosas, a grande maioria € voltada para avaliagdo de neoplasias. Morgado et al (2008)
avaliaram a expressdo da proteina em lesGes de pacientes com LTA e observaram a

presenca de Ki-67, sugerindo proliferacdo celular no local da leséo.

Mastocitos (triptase de mastécitos)

O papel dos mastécitos na leishmaniose ainda ndo € bem esclarecido. Alguns autores
indicam o mastdcito como fonte de IL-4. J& foi relatado por Amato et al (2008) uma reducédo
do numero de mastdcitos apds tratamento das formas cutdneas e mucosas da
leishmaniose, associada com a diminuicéo de IL-4 e INF-y. As triptases dos mastocitos sao
parte de uma familia de proteases de serina neutra que sdo predominantemente expressas
em mastocitos e por esse motivo sdo utilizadas para a identificacdo deste tipo celular
(ABRAHAM, 2002).

CD25 e Foxp3

Células CD25* (marcador para o receptor de IL-2) sdo consideradas como células T
regulatérias quando expressam Foxp3. Belkaid (2003) verificou que, em camundongos,
células T reg CD4*CD25* controlavam a resposta Th2 excessiva, e em camundongos

resistentes, controlavam a resposta Thl e a sobrevivéncia do parasito.

ST2L
E expressa em diversas células como macréfagos, mastocitos, células Th2 e basdfilos
(FURSOQV et al., 2011). A relagédo de IL33/ST2L esta relacionada a regulagéo de células T,

ativacdo de macréfagos e producéo de citocinas Th2 (LU et al., 2015).
Outros marcadores podem ser examinados, mas 0s acima descritos abrangem as

principais caracteristicas que definem o processo inflamatério como predominantemente do

tipo 1, do tipo 2, do tipo inflamatorio ou com predominéancia de mecanismos de regulacao.
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2 JUSTIFICATIVA

Um fator que tem sido pouco explorado € a relacdo entre resposta imune dos
pacientes e a resposta terapéutica/ regressao das lesoes. A verificacdo da dificuldade de
controle terapéutico associado a presenca de resposta imune do tipo 2, considerada nao
protetora, além da reversao de resposta de tipo 2 para tipo 1 no tratamento bem-sucedido
da leishmaniose visceral indicam a possibilidade da modulacdo da resposta imune
(THAKUR, KUMAR & PANDEY, 1991; BARRAL-NETO et al., 1997; SANTOS et al., 2002).
No entanto, as condicbes imunolégicas que influenciam ou determinam a
reativacao/recidiva da doenca, assim como a cicatrizacdo das lesdes, ainda ndo estao
totalmente esclarecidas (DA-CRUZ et al., 1994; BACELLAR et al., 2009; MORGADO et al.,
2010, RODRIGUES et al., 2011, MARETTI-MITRA et al., 2011). Em 2004, Mendez e cols
sugeriram que o equilibrio entre estes dois tipos de resposta seria responséavel pelo controle
da resposta imune, mas a carga parasitaria e a alteracdo nestas populacdes celulares
poderiam levar a reativacdo da doenca. Poucas sao as informacfes existentes a respeito
da resposta imune de casos de regressdo espontanea precoce das lesfes sem
necessidade de tratamento.

Partindo-: (1) da dificuldade de obteng&o de novos medicamentos para tratamento da
LTA; (2) da crescente descricdo de resisténcia aos medicamentos disponiveis; (3) do
conhecimento prévio da importancia da resposta imune celular in situ na evolucéo da lesdo
de LTA e (4) da crescente possibilidade de manejo da resposta imune em imunoterapias
coadjuvantes, € importante a caracterizacao dos fatores que possam influenciar a evolugao
das lesdes de LTA, particularmente daqueles relacionados a evolugcédo da LCL para a cura
clinica ou para o insucesso terapéutico, ja que a LCL € a forma de apresentacao clinica
mais prevalente em nosso meio. A identificacdo destes marcadores poderia facilitar a
identificacdo precoce e a intervencao nestes casos, por mudanca da estratégia terapéutica.
Além do mais, a caracterizacao de possiveis marcadores de evolugdo clinica da leséo pode,
em médio prazo, levar ao desenvolvimento de novas formas de tratamento, inclusive

imunoterapicos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune celular in situ de pacientes apresentando regressao
espontanea precoce de lesdes cutaneas de LTA, assim como boa e m& resposta ao
tratamento especifico, correlacionando este achado com parametros clinicos e laboratoriais

com vistas a deteccéo de possiveis padrdes relacionados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Comparar a expressédo in situ de antigenos parasitarios, a presenca de diferentes
populacdes celulares e marcadores funcionais entre as lesfes primarias ativas de: A-
pacientes com LCL que apdés o tratamento apresentaram boa ou ma resposta ao tratamento
especifico e B- pacientes com LCL apresentando regressdo espontanea precoce das
lesGes, descrevendo a relacdo espacial entre o agente infeccioso e a organizacado do

infiltrado inflamatorio;

v Comparar a distribuicdo de marcadores funcionais e celulares e verificar possiveis
diferencas e semelhancas entre a distribuicdo de antigenos parasitarios, populacdes
celulares e marcadores funcionais in situ entre as lesdes primarias ativas e as lesées no
momento da deteccdo do insucesso terapéutico do mesmo paciente de LTA com ma

resposta ao tratamento especifico;

v' Verificar a possibilidade de produzir painéis de reconhecimento de resposta imune
indicativa de cura ou recrudescimento das lesGes que permitam a deteccdo de evolugdes

com potencial de gravidade.
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4 METODOS

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Delineamento e populacao do estudo:

Trata-se de um estudo com 42 amostras de conveniéncia de pacientes atendidos no
LapClin Vigileish, INI, FIOCRUZ, entre janeiro de 2005 e dezembro de 2015, com LCL
apresentando regressado espontanea precoce (LRE) (n=14) ou boa (LBR) (n=14) ou ma
(LMR) (n=14) resposta ao tratamento especifico com antimonial pentavalente 5 mg
Sb*5/kg/dia. Foi considerado caso de LRE paciente com leséo epitelizada e sem crostas no
periodo compreendido entre a data de investigacao laboratorial da doenca e a data prevista
para a instituicao do tratamento especifico, e que apresentou exame parasitoldgico positivo
para Leishmania spp. A definicdo de boa ou ma resposta ao tratamento foi tomada em
relacdo respectivamente a regressao total ou ndo da lesdo apdés um ciclo de tratamento
intramuscular com antimonial pentavalente, de acordo com os critérios dos médicos
responsaveis pelo atendimento no LapClin VigiLeish. Foram classificados como pacientes
de boa resposta aqueles que cicatrizaram ap6s um ciclo completo com antimonial, e ma
resposta aqueles que ndo obtiveram cicatrizacao das lesdes ap6s um ciclo de tratamento
completo. Para o estudo foram analisados: 1) fragmentos de les6es cutaneas obtidos por
procedimentos de bidpsia antes do tratamento (LRE, LBR e LMR-1); 2) nos casos de ma
resposta foi obtido um segundo fragmento de lesdo do mesmo paciente no momento da
confirmacdo do insucesso terapéutico (LMR-2); 3) dados socio demograficos e
clinicos/laboratoriais como idade, sexo, comorbidades, localizagdo/caracteristicas das
lesbes, resultados de identificacdo do parasita, histopatologia etc, obtidos do prontuério
meédico dos pacientes. As amostras de tecido estdo estocadas em biorrepositério do
Laboratério de Imunoparasitologia (LIP) no Instituto Oswaldo Cruz (I0OC), sob a guarda da

Dra. Fatima Conceicao-Silva.
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4.1.2 Consideracg®es éticas

Os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) relacionado
ao “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” (anexo 4), que sistematiza o atendimento, a coleta de dados e
exames dos pacientes, inclusive os procedimentos de bidpsia. O delineamento do projeto
e a metodologia empregada foram aprovados no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
INI Fiocruz no projeto 014/2001 (anexo 5), classificado como de prazo indeterminado. Este
subprojeto foi enviado para avaliacéo e revalidacédo no dia 11 de abril de 2016 e aprovado
em 02 de maio de 2016. O termo de compromisso e responsabilidade (anexo 6) encontra-

se no final deste trabalho.

4.1.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos os pacientes atendidos no LapclinVigileish do INI/FIOCRUZ, entre
janeiro de 2005 e dezembro de 2015, que tiveram informacdes em prontudrio que
pudessem identificar as caracteristicas clinicas de interesse (LRE, LBR e LMR) como idade,
sexo, quantidade e tamanho das lesdes, tipo de lesdo, tempo de evolucéo e tratamento.
Esses pacientes tiveram amostra de tecido coletado durante o procedimento diagndstico,

estocado no biorrepositorio sob a responsabilidade da Dra Fatima Concei¢éo Silva.

Foram excluidos aqueles pacientes que, por qualquer motivo (com por exemplo
recusa e nivel de compreenséo deficitario), ndo assinaram o TCLE do 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’
, extremos de idade (menores de 15 anos e maiores de 80 anos), devido as alteracbes
fisiologicas da resposta imune, comorbidades que alteram de forma importante a qualidade
da resposta imune (HIV-Aids, uso crénico de corticoide, diabetes mellitus descompensado,

neoplasias, doengas auto-imunes, hepatites).
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4.2 MATERIAIS, PROCEDIMENTOS E TECNICAS

Os pacientes incluidos foram submetidos, durante a fase de investigacao diagndéstica
(da leséo priméria ativa e em casos de ma resposta também no momento da suspeita de
insucesso terapéutico), a uma bidpsia de lesédo cutanea (procedimento de rotina, previsto
no projeto “Estudo para a sistematizagcao do atendimento de pacientes com Leishmaniose
Tegumentar Americana no Centro de Referéncia em LTA - Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas — Fiocruz”). Este procedimento € realizado pelos médicos responsaveis
pelo atendimento dos pacientes e a amostra para o estudo é preparada pela equipe do
LapClin VigiLeish e enviado ao LIP- IOC para avaliacdo da resposta imune in situ por

imunohistoquimica [criopreservado em blocos de OCT (Tissue-Tek, USA)].

4.2.1 Técnica de Imunohistoquimica (IHQ)

A técnica de Imunohistoquimica foi realizada em cortes de tecido de 3 a 4-ym
apostos em lamina silanizada (DakoCytomation, CA, USA) atraves de técnicas previamente
descritas (MORGADO et al., 2008, MORGADO et al., 2010) em uma sequéncia de:
hidratacdo em PBS, bloqueio da peroxidase endodgena, lavagem em PBS seguida de
blogueio de reacbes inespecificas com soro normal de cabra (Zymed Lab Inc, San
Francisco, CA, USA). A seguir, anticorpos primarios foram adicionados e o0s cortes
incubados por 12-16h a 4°C. Para caracterizacdo fenotipica e funcional do infiltrado
inflamatorio foram utilizados anticorpos primarios para identificacdo de células, enzimas e
citocinas. Os anticorpos foram: anti-CD4, -CD8, -CD22, -elastase neutrofilica, -mastocito, -
CD56, -CD25, -Ki-67 e -CD68 (Dako/ eBioscience), -NOS2 (iNOS) (BD Transduction), IFN-
Y, Foxp3 (BD Biosciences Pharmingen), ST2L (mdbioscience) e anti-Leishmania sp (Dr MF
Madeira- INI-Fiocruz). As etapas seguintes consistiram em uma sequéncia de lavagens em
PBS e incubagdes com: anticorpo secundario biotinilado (Zymed), kit de marcacao
enzimatica contendo streptavidina peroxidase (kit Dakocytomation) e kit de revelacdo AEC
(Zymed). Ap6s a ultima lavagem, os tecidos foram contracorados com hematoxilina de
Mayer (Dako) e cobertos com solugdo de montagem (Faramount- Dako) e laminula. A
supressdo dos anticorpos primarios foi usada como controle negativo. A analise das

laminas foi realizada em microscopio optico (Nikon E-200, Nikon, Toquio, Japéo), e a
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porcentagem de células marcadas foi determinada através da contagem de 500 células ou
10 campos (aumento, X1000). Em particular para NOS2 a intensidade das marcacoes foi
determinada por area marcada da seguinte forma: discreto (1 sitio positivo por campo 20x),
moderado (2 a 3 sitios positivos por campo), intenso (4 a 5 sitios positivos por campo) e
muito intenso (mais de 5 sitios positivos por campo) como previamente descrito
(MORGADO et al., 2015).

4.3 PLANO DE ANALISE

Foi construido um banco de dados especifico para o estudo utilizando-se o software
R 3.3.2 (R Foundation for Statistical Computing, Brasil). Para realizacdo de analises e testes
contamos com a colaboragdo da Dra Raquel Vasconcellos (INI- Fiocruz). Foi realizada
andlise descritiva com medidas de tendéncia central e dispersdo para as variaveis
continuas e medidas de proporcao para as variaveis categoricas. Os resultados obtidos
foram comparados entre os trés grupos juntos ou separados dois a dois. No grupo de ma
resposta ao tratamento foram ainda comparadas as lesdes de um mesmo paciente na
ocasiao do diagnéstico primario (LMR-1) e da confirmacao do insucesso terapéutico (LMR-
2). A andlise dos resultados de imunohistoquimica foi feita pela analise de amostras néao
relacionadas através do teste ndo-paramétrico de Mann — Whitney para comparacao de
lesbes primarias ativas. Para a avaliagdo das lesdes primarias ativas e lesées no momento
da deteccdo da ma resposta ao tratamento num mesmo paciente utilizamos o teste de
Wilcoxon para amostras pareadas e o teste Kruskal Wallis para comparacéo de trés ou
mais grupos, com correcdo de Bonferroni, além do teste exato de Fisher para analise da
expressdo de NOS2. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificagdo da normalidade.
Os dados foram apresentados em distribuicdo como média + SEM (erro minimo) ou

mediana. Quando aplicavel, foram considerados como significantes os p valores <0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Foram estudados 42 pacientes com lesdes cutaneas de leishmaniose tegumentar
americana. A meédia de idade destes pacientes foi de 35 anos + 11,66 anos, sendo 0 sexo
masculino o mais prevalente ao todo (69,04 %; 29/42). Quando comparados o0s grupos LRE
(regressao espontanea precoce), LMR (ma resposta ao tratamento) e LBR (boa resposta
ao tratamento), nao foi identificada diferenca entre eles em relacéo a idade (p-valor: 0,936)
ou sexo (p-valor: 0,127). A média do maior diametro de leséo foi de 26 mm (com variacao
entre 4 e 90 mm), ndo havendo diferenca entre os grupos avaliados (p-valor = 0,60). Os
grupos apresentaram diferenca em relacdo a quantidade de lesdes (p-valor 0,023) sendo
gue os casos de LMR eram aqueles que apresentavam maior numero de lesdes. Ainda é

preciso notar que todo o grupo LRE apresentava média de uma lesao (tabela 1).

Apesar de nado ser ter sido observada diferenca estatistica, os membros inferiores
pareceram ser 0s mais afetados (45,23%), seguido dos membros superiores (40,47%),
tronco (19,04 %), pescoco (9,52%) e cabeca (7,14%). Em relagéo ao tipo de leséo, 31
pacientes (73,80 %) apresentaram o tipo ulcerosa, 8 (19,04 %) placa ulcerada e 3 (7,14 %)
apresentaram outros tipos. Nao houve diferencas de distribuicdo entre os tipos de lesao
entre 0s grupos estudados. Todos os pacientes dos grupos LMR e LBR foram tratados com

antimoniato de meglumina na dose 5 mg Sb*>/kg/dia.

A mediana do tempo de evolugdo das lesGes até 0 momento do diagnostico no grupo
LRE foi de 2,5 meses, seguido de 2 meses para 0os LBR e 1,75 para LMR. N&o foram
encontradas diferencas entre o tempo de evolugcédo dos trés grupos (p-valor: 0,08) (tabela
1). Um paciente do grupo de resolugcdo espontanea foi diagnosticado com ascaridiase e
tricuriase. Informagdes clinicas gerais dos grupos podem ser observadas na tabela 1 e

informacgdes individuais de cada paciente estdo nos anexos 1,2 e 3.
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Tabela 1- Dados clinicos dos pacientes de LTA com diferentes evolucdes para cura.
INI, Fiocruz entre 2005 a 2015

Dados clinicos LRE LBR LMR p valor
Sexo Masculino 7 12 10 0,127
Feminino 7 2 4
|da{1|<9_ (anos) 37 +15,21 35,85 + 9,67 37,42 + 10,14 0,936
_Média i?P (17-54) (24-55) (21-52)
(minimo-méximo)
Sim 7 2 6 0,113
Comorbidade* Nao 7 12 8
Evolucéo (meses) 2,5 2 1,75 0,08
~ Mediana (1-24) (1-12) (1-4)
(minimo-méximo)
Numero de lesdes 1 1+0,75 1,5+0,87 0,023**
Média £SD (1-1) (1-3) (1-9)
(minimo-méaximo)
Tamanho das lesdes 25,5 27,5 32,5 0,609
(mm) mediana (10-80) (4-80) (5-90)

(minimo-maximo)

* HAS (Hipertenséo Arterial Sistémica), herpes, nefropatia, tabagismo, diabetes, ascaridiase e

amebiase foram consideradas comorbidades

**Kruskal Wallis

Para confirmacdo do diagnostico de leishmaniose, alguns métodos foram

utilizados além da clinica e histéria epidemiol6gica. Podemos observar a positividade

de cada um na tabela 2.
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Tabela 2 —Positividade dos exames diagnosticos nos diferentes grupos de pacientes com LCL
atendidos no INI, Fiocruz entre 2005-2015

GRUPO CULTURA IMPRINT AMASTIGOTA  SOROLOGIA IDRM PCR
(+/TOTAL)  (+/ TOTAL) NA HP (+/ TOTAL) (+/TOTAL)  (+/ TOTAL)
(%) (%) (+/ TOTAL) (%) (%) (%)
%)
LMR 14/14 9/13 11/14 10/10 1111 212
( 100%) (69% ) (78%) (100% ) (100% ) ( 100%)
LBR 14/14 2/5 8/14 10/11 12/12 NR
( 100%) (40% ) (57%) ( 91%) (100% )
LRE 1/13 0/13 7/14 9/13 11/11 6/14
(7%) (0%) (50%) (69%) (100% ) (42%)
Total 29/41 11/31 23/42 29/34 34/34 8/16
(71%) (35 %) ( 55%) (85%) ( 100%) ( 50%)

LMR: Leishmaniose M& Resposta; LBR: Leishmaniose Boa Resposta; LRE: Leishmaniose Resolucéo Espontanea
IDRM: intradermorreacdo de Montenegro HP: Histopatologia NR- N&o realizado

Em relacéo ao isolamento em cultivo, tanto os pacientes do grupo LMR quanto
os do grupo LBR apresentaram 100 % de positividade, enquanto no grupo LRE
apenas um paciente apresentou somente uma cultura positiva, assim, os pacientes
foram confirmados através de PCR e/ou pela presenca de amastigota no

histopatolégico.

Outros métodos como imprint, IDRM e sorologia também foram realizados. Os
valores médios para IDRM em cada grupo foram: LMR- 12mm * 5,43; LBR- 21,5mm
*+ 6,55; LRE- 14,5mm £ 12,91. Quando o IDRM foi comparado entre os trés grupos,
notamos diferenca significativa (p valor= 0,01). Esta significancia era obtida
basicamente pelos valores de IDRM de LMR, pois este apresentava IDRM de menor

diametro que os demais.

A Sorologia ndo evidenciou diferengas estatisticas entre os grupos (LMR X LBR
X LRE: p valor- 0,169).
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Os pacientes de resolucdo espontanea apresentaram um menor numero de
exames parasitolégicos durante a confirmacao diagndstica, inversamente ao grupo de
ma resposta, onde 50 % dos pacientes apresentaram 3 ou mais exames positivos
(tabela 3).

Tabela 3- NUmero de exames parasitoldgicos positivos durante a confirmacéo de LTA em
cada grupo. INI, Fiocruz. 2005-2015

Total de
GRUPO 1+ 2+ 3 ou mais pacientes
14
1 paciente 6 pacientes 7 pacientes (100%)
LMR (7 %) (43 %) (50 %)
14
6 pacientes 6 pacientes 2 pacientes (100%)
LBR (43 %) (43 %) (14 %)
14
14 pacientes 0 0 (100%)
LRE (200 %) (0%) (0%)

LMR: Leishmaniose M& Resposta; LBR: Leishmaniose Boa Resposta; LRE: Leishmaniose Resolucéo Espontanea
IDRM: intradermorreacdo de Montenegro HP: Histopatologia

O acompanhamento longitudinal por pelo menos dois anos, ndo demonstrou
recidiva das lesdes cutaneas nem surgimento de lesbes mucosas no grupo de
resolucdo espontanea. Da mesma maneira, os casos de LBR responderam bem ao
primeiro ciclo de tratamento, com cicatrizacdo das lesdes cutaneas e o0
acompanhamento longitudinal ndo evidenciou novas lesdes cutaneas ou mucosas. Ja
0 grupo de LMR necessitou de outros ciclos de tratamento como demonstrado no
quadro 1, Todos os casos obtiveram cura ap6s um ou mais ciclo de tratamento e

mantem-se curados até o momento.
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Tratamento

LMR*

LBR**

Primeiro tratamento

Antimoniato meglumina

14/14 (100%)

14/14 (100%)

Nenhum (cura espontanea) 0 0/14
Primeiro Desfecho

Cura 0 14/14 (100%)
Insucesso 14/14 (100%) 0

Segundo tratamento
Antimoniato meglumina

Anfotericina B

14/14 (100%)
0

Segundo Desfecho
Cura
Falha

7/14 (50 %)
7/14 (50 %)

Terceiro tratamento
Antimoniato meglumina

Anfotericina B

5/7 (71,4 %)
2/7(28,6 %)

Terceiro Desfecho
Cura
Falha

417 (57,1 %)
317 (42,9 %)

Quarto tratamento
Antimoniato meglumina

Pentamidina

2/3 (66,7 %)
1/3 (33,3%)

Quarto Desfecho

Cura

3/3 (100%)

Quadro 1- Acompanhamento do tratamento dos casos de LMR e LBR

* LMR: Leishmaniose Ma Resposta;** LBR: Leishmaniose Boa Resposta;
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5.2 RESPOSTA IMUNE IN SITU VERIFICADA POR IMUNOHISTOQUIMICA DAS

LESOES

5.2.1 Verificagéo de diluicdes 6timas e marcagdo com os anticorpos utilizados

nos tecidos de lesdo de LTA

Foram realizados testes para avaliar a melhor diluicdo para cada marcador, para

adaptacdo do protocolo ao projeto, pois cada anticorpo e tecido apresentam suas

caracteristicas particulares. Na tabela 3 sdo demonstradas diluicbes 6timas de cada um.

Tabela 4- Marcadores, diluicées 6timas e fun¢des. Laboratério de Imunoparasitologia,

IOC- Fiocruz
Marcador Fabricante Diluicdo Concentragéo Deteccéo
6tima ( pl/mL)
CDh4 DAKO 1:100 4,94 Subpopulagédo CD4 de linfocitos T
CD8 DAKO 1:100 1,57 Subpopulagédo CD8 de linfocitos T
CD25 BD Pharmingen 1:100 2,14 Receptor de IL2
CD22 DAKO 1:100 0,005 Linfdcitos B
CD68 DAKO 1:300 0,79 Macro6fago
Elastase DAKO 1:100 0,42 Neutréfilo
neutrofilica
NK (CD56) DAKO 1:100 3,71 Células Natural Killer
Kl67 DAKO 1:100 0,41 Proliferacédo celular
Mastécito DAKO 1:200 0,55 Mastdcitos ativados
ST2L Bioscience — BD 1:100 0,05 Marcador de populac¢des reguladoras
respondedoras a
IL-33
NOS2 T cell 1:100 2,50 Producao de 6xido nitrico
transduction
Foxp3 Bioscience — BD 1:100 0,5 Marcador expresso em células T
regulatérias
IFN-y Pharmingen — BD 1:100 0,5 Interferon gama (resposta tipo 1)
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Com essas dilui¢cdes verificamos uma menor quantidade de fundo em todos 0s grupos.
MarcacOes podem ser vistas nas figuras 10 e 11.

Figura 10- Imunohistoquimica de leses de LTA. Marcagdes de CD4 - (A) leséo ativa primaria (LMR) e (B) lesao

de insucesso terapéutico (LMR). Barra: 10 pm. CD8- (C) leséo ativa primaria (LMR), e (D) leséo de insucesso

terapéutico (LMR). Barra: 25 pm. Ki67 (E) Lesao ativa de LBR. (F) leséo ativa primaria (LMR). Barra: 10 um
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Figura 11- Imunohistoquimica de lesGes de LTA. Setas mostrando marcages com elastase neutrofilica em (A) Les&o

ativa primaria (LMR). Barra: 25 pm e (B) leséo de LBR. Barra: 10 um. Células Natural Killer (CD56) em les&o primaria

(LMR) (C) e leséo de LBR (D). Barra: 25 pm
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5.2.2 Perfis celular e funcional observados no infiltrado inflamatério presente
nas lesdes de LTA nos grupos avaliados (LRE, LBR, LMR-1 e LMR-2)

5.2.2.1 CD4, CD8, neutrofilo, CD22, CD68, CD56, mastoécitos, CD25, ST2L, Foxp3,
Ki-67 e IFN-y

As médias percentuais e desvios-padrdo das quantidades de células CD4
(linfécitos T do grupo de diferenciacao 4), CD8 (linfocitos T do grupo de diferenciacéo
8), neutrdfilo, CD22 (linfocitos B), CD68 (macréfagos), CD56 (células NK) e
mastocitos, assim como CD25 (receptor de IL-2), ST2L (receptor de IL-33), Foxp3
(marcador de células reguladoras da resposta imune), Ki-67 (proliferacdo) e IFN-y
(citocina interferon gama), distribuidos por grupo e tipo de marcador estdo
demonstrados no quadro 2. Para os grupos independentes dois a dois foram
realizados dois tipos de analise: a comparacdo ndo paramétrica de grupos pelo teste
de Mann-Whitney (quadro 4 e 5) e a analise pelos métodos de Bonferroni ou Steel
(figura 12 a 17) que se caracterizam por serem poés testes que confirmam as
diferengas entre grupos. Por ultimo, quando as lesdes LMR1 e LMR2, provenientes
de um mesmo paciente em dois momentos diferentes eram analisadas, foi aplicado o
teste de Wilcoxon para amostras dependentes.

Os resultados de comparacéo geral, quando todos os grupos eram analisados
em conjunto, se mostraram significativamente diferentes em praticamente todos os
marcadores, exceto na comparacdo de mastécitos e Foxp3 em LMR-1 x LBR x LRE.
No quadro 2 podem ser verificadas as distribuicbes percentuais dos diversos
marcadores em cada grupo de estudo e no quadro 3, 4 e 5 podem ser visualizadas as

analises comparativas entre todos 0s grupos.
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LRE % LBR % LMR-1 % LMR-2 %
Marcador ! (X + SD) (X + SD) (X + SD) (X + SD)
(Min-Max) (Min-Méax) (Min-Méax) (Min-Mé&x)
30,59 + 2,38 33,20 + 5,34 24,26 + 3,49 24,34 +5,72
CD4 (27,18 - 34,31)  [(26,20 - 38,98) (23,17 - 31,60) (18,31 - 37,12)
26,81 + 2,76 31,72 + 4,56 30,56 + 4,11 25,70 + 5,64
CD8 (21,34- 33,20) (27,60 - 37,79) (19,72 - 35,59) (20 - 40,40)
13,46 + 1,33 22,86 + 4,50 23,38 + 5,60 19,91+ 6,78
CD22 (12,10- 18,75)  |(14,21 - 28,43) (13 - 30,88) (11,54 - 30,74)
17 + 5,40 29,04 + 5,41 32,36 + 7,49 31,54 + 6,55
CD68 (M@) | (4,89- 28,14) (19,32 - 38,10) (17,06- 41,45) (20,79 - 41,51)
7,76 + 3,02 23,58 + 4,53 26,10 + 5,57 22,38+ 6,19
CD56 (NK) | (4,31- 22,38) (11,38 - 28,37) (15,20- 37,08) (10 - 34,95)
7,44 + 2,81 7,81 + 3,27 5,51+ 2,29 5,78 + 2,15
Mastécito | (3,33 — 13,40) (4- 15,70) (3- 10) (3,45- 12)
19,49 + 1,13 24,18 + 4,90 26,17 + 4,63 21,85 +5,86
Neutréfilo |(10,79 -36,19) (20 - 36,40) (16,37 - 31,51) (10,21 - 28,52)
8,98 + 0,03 17,70 + 0,04 20,10 + 0,024 21,40 + 0,033
Ki67 (4,79-17,25) (14,66 - 26,08) (19,02- 24,80) (16- 23,40)
12,92 + 4,52 17,40 + 4,64 14,38+ 45 12,56 + 4,31
Foxp3 (7,69- 24,75) (17,19 - 17,60) (10 -22,66) (6-20,73)
6,07 + 6,40 18,23 + 4,14 22,45 +5 44 19,03+ 7,08
CD25 (3,41 -19,96 (10,38 - 23,72) (10 - 29,15) (10,23 -26,83)
24,67 + 4,74 18,08 + 5,18 12,28 + 4,11 13,45 + 3,30
IFN-y 13,22 — 32,61)1) | (4,64- 24,02) (7,10 — 21) (8,74 — 19,44)
7,12+0,02 | 12,49 +9,32 9,72 +7,13 9,90 + 3,37
ST2L (4- 11,89) (8,04 — 23,80) (6—17,18) (5,33 —19,18)

QUADRO 2- Analise quantitativa dos tipos celulares e marcadores funcionais presentes no

infiltrado inflamatdério das lesdes de LTA de acordo com os grupos estudados

1-Resultados de marcacGes realizadas apresentados em média, desvio padrédo, minimo e maximo

LMR-1: Leishmaniose M& Resposta Priméria; LMR-2: Leishmaniose M& Resposta Recidiva; LBR: Leishmaniose Boa Resposta;

LRE: Leishmaniose Resolu¢éo Espontanea
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LMR-1 LMR-2
X X
Marcador Todos os grupos LBR LBR
X X
LRE LRE
CD4 0,0001 <0,0001 <0,0001
CDS8 <0,0001 0.021 0.020
CD22 <0,0001 0.0001 0.0001
CD68 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CD56 0,0001 <0,0001 <0,0001
Mastocito 0.05 0.073 0.09
Neutrofilo 0.003 0.002 0.004
Ki67 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Foxp3 0.027 0.136 0.011
CD25 <0,0001 <0,0001 <0,0001
IFN-y <0,0001 <0,0001 <0,0001
ST2L <0.0001 0.0001 0.0001
Kruskal Kruskal Kruskal
Teste wallis wallis Wallis

Quadro 3 — Analise comparativa dos tipos celulares e marcadores funcionais entre os

grupos estudados.

LMR-1: Leishmaniose Ma Resposta Primaria; LMR-2: Leishmaniose Ma Resposta Recidiva; LBR: Leishmaniose Boa Resposta;

LRE: Leishmaniose Resolu¢do Espontanea
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LMR-1 LMR-1 LBR
Marcador X X X
LBR LRE LRE
CD4 0.002 <0,0001 0.454
CD8 0.358 0.055 0.01
CD22 0.454 <0,0001 <0,0001
CD68 0.035 <0,0001 <0,0001
CD56 0.039 <0,0001 <0,0001
Mastdcito 0.050 0.053 0.927
Neutréfilo 0.581 0.005 0.001
Ki67 0.002 <0,0001 0.003
Foxp3 0.265 0.454 0.048
CD25 0.069 <0,0001 <0,0001
IFN-y 0.005 <0,0001 0.002
ST2L 0.753 <0,0001 <0,0001
Teste Mann-whitney Mann-whitney Mann-whitney

Quadro 4 - Comparacao estatistica dos resultados de imunohistoquimica entre 0s grupos

LRE, LBR e LMR-1

LMR-1: Leishmaniose M& Resposta Priméria; LMR-2: Leishmaniose M& Resposta Recidiva; LBR: Leishmaniose Boa Resposta;

LRE: Leishmaniose Resolu¢éo Espontanea
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LMR-2 LMR-2 LMR-2
Marcador X X X
LMR-1 LBR LRE
CD4 0.431 <0,0001 <0,0001
CD8 0.09 0.029 0.874
CD22 0.81 0.667 0.002
CD68 0.549 0.164 <0,0001
CD56 0.194 0.376 <0,0001
Mastocito 0.607 0.066 0.069
Neutrofilo 0.076 0.027 0.306
Ki67 0.597 0.024 <0,0001
Foxp3 0.104 0.003 0.285
CD25 0.406 0.734 <0,0001
IFN-y 0.579 0.003 <0,0001
ST2L 0.027 0.001 0.069
Wilcoxon Mann-whitney Mann-whitney
Teste

Quadro 5- Comparacédo estatistica dos resultados de imunohistoquimica entre os grupos

LMR2, LMR1, LBR e LRE

LMR-1: Leishmaniose M& Resposta Primaria; LMR-2: Leishmaniose M& Resposta Recidiva; LBR: Leishmaniose Boa Resposta;

LRE: Leishmaniose Resolu¢do Espontanea
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CcD4

Os linfécitos T CD4* e TCD8* apresentavam uma distribuicdo homogénea pela

derme em todos os grupos. Ao analisar a concentracdo destas células nos varios

grupos estudados, pode-se verificar uma predominancia dos dois tipos celulares nas

lesbes que apresentaram boa resposta ao tratamento (LBR) quando estas foram

comparadas com as demais. Usando os dois testes para comparacdo de amostras

dois a dois, a maior concentracdo de células CD4* se mantinha estatisticamente

significante quando os casos de boa resposta eram comparados aos casos de ma

resposta terapéutica (figura 12). No entanto, os valores eram semelhantes entre as

lesGes de LBR e LRE (p=0,454) (quadro 4)

Interessante notar que, em relacédo as células CD8*, quando 0s grupos eram

comparados dois a dois, as diferengas eram menores. Como pode ser visto no quadro

4, os valores eram considerados semelhantes quando comparados com casos de LBR

com LMR-1 (p=0,358), mas tanto os casos de insucesso terapéutico, quanto de cura

espontanea precoce apresentavam menor concentracdo de células CD8™ (ver também

quadro 2). Por ultimo, apesar das diferencas observadas entre LRE e LBR (p= 0,02 —

figura 12), os casos de ma resposta terapéutica apresentavam semelhancas quando

as duas les6es do mesmo paciente eram comparadas (p=0,06) (quadro 5).
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Figura 12 Distribuicdo percentual de células CD4+ e CD8+ nas lesdes dos grupos estudados.

Analise estatistica realizada por Kruskal wallis. CD4* com correcéo de Bonferroni e CD8* por Steel.
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ch22

Os linfocitos B CD22* eram encontrados em pequenos grupamentos com
distribuicdo heterogénea pelo tecido. Ao comparar 0s grupos de pacientes entre si
identificou-se uma diferenca na infiltracéo destas células nos tecidos das les6es dos
grupos estudados (p<0,0001) (quadro 3), apesar de estarem em menor nimero que
as células CD4* e CD8*. No entanto, quando as comparacdes eram realizadas por
associacao entre os grupos dois a dois (figura 13 e quadros 4 e 5) identificou-se que
essa diferenca se fazia basicamente as custas de LRE que mostrava menor
guantidade deste tipo celular, jA que as avaliacbes entre 0s demais grupos nao
mostraram significancia (LBR x LMR-1 p=0,454; LBR x LMR2 p=0,0667 e LMR-1 x
LMR-2 p=0,734).

Os macrofagos CD68* distribuiam-se de forma homogénea por todo o infiltrado.
A identificacdo destas células nas lesfes evidenciou que o grupo LRE era o que
apresentava as menores concentracdes (quadro 2). Além disso, sua identificacao
variou muito de paciente para paciente dentro de cada grupo (quadro 2), mostrando
haver heterogeneidade intrinseca entre os pacientes. Mesmo assim, quando 0s
grupos eram comparados entre si (quadro 3), verificou-se diferenca bastante
significativa entre eles (p<0,0001). Com esta informacé&o foi necesséria a identificacao
de quais grupos apresentavam as maiores concentracdes de macréfagos. A analise
dois a dois (figura 13) identificou uma semelhanca entre LMR-1 e LMR2 (p=0,603;
quadro 5), entre LMR-2 e LBR (p=0,164) e LMR-1 e LBR (p=0,21). Ja em relacéo a
LRE, a analise demonstrou que este grupo apresentava o menor numero de
macrofagos em relacdo aos demais grupos e por isso altamente significantes
(p<0,0001).
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Figura 13- Distribuicdo percentual de linfocitos B CD22* e macréfagos nas lesfes dos grupos
estudados. Analise estatistica realizada por Kruskal wallis com correcdo de Bonferroni.
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NK

As células NK CD56* se distribuiam de maneira homogénea pelo tecido das
lesbes. Ao observarmos os valores percentuais obtidos para CD56* notamos uma
variacado nao so entre 0s grupos, sendo que LRE nitidamente apresentava as menores
concentracfes (quadro 2), como também dentro de cada grupo. Esta caracteristica
levou a identificagao de diferencga significante (p<0,0001- quadro 3) quando os grupos
eram comparados em conjunto. No entanto, devido a variacdo entre 0os grupos, as
analises dois a dois demonstraram semelhanca entre LBR e LMR-2 (p=0,376) e entre
as duas lesbes do grupo ma resposta (LMR-1 x LMR-2 p=0,194) (quadro 5). Nos
demais grupos foi verificado diferencas significantes variadas (p=0,0002 a p<0,0001)
(figura 14) sempre com importante influéncia da quantidade de células CD56* nas
lesbes LRE quando comparada as dos demais grupos (cerca de 3 vezes menos —

quadro 2).

Os mastdécitos eram distribuidos de maneira homogénea por toda a derme. De
modo geral apresentavam-se em pequenas concentracdes (em torno de 5 a 7%), se
comparados as demais células avaliadas, e ndo foi demonstrada grande variacéo
entre os grupos (figura 14). A comparacdo de todos os grupos identificou uma
quantidade pequena de células com significAncia estatistica no nivel de p=0,05.
Quando os grupos foram analisados separadamente dois a dois notou-se que essa
tendéncia era principalmente devida a maior concentracdo nos grupos com boa
resolucdo da infeccéo, seja por cura espontanea ou por boa resposta ao tratamento.
Nota-se uma tendéncia a menores concentracbes de mastocitos nos pacientes com
ma resposta ao tratamento, quer nas lesées primarias (LMR-1), quer nas lesées no

momento da recidiva (LMR-2) (quadro 2).
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Figura 14- Distribuicdo do percentual de células NK e mastécitos nas lesGes dos grupos estudados. Analise

estatistica realizada por Kruskal Wallis com correcdo de Bonferroni.
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Os neutroéfilos estavam presentes em todas as lesfes ndo importando o grupo
de estudo ou as caracteristicas clinicas de tempo de evolucdo e nimero de lesdes.
Eram visualizados em distribuicdo heterogénea com éareas de maior e menor
concentracdo distribuidas por todo o tecido. Apesar de serem detectados valores
medianos semelhantes era possivel identificar variagdes nos grupos, sendo que o
grupo LRE aquele que apresentava as menores concentragdes. Isto pode ser
demonstrado por uma diferenca significante na distribuicdo quando todos 0s grupos
eram comparados (quadro 3) e também nas analises de grupos dois a dois (quadros
4 e 5 e figura 15). Assim, foi identificada diferenca nas concentracfes de neutrofilos
no grupo LRE quando comparado com LMR-1 (p=0,03) e LBR (p=0,001). Os demais
grupos eram semelhantes, com excecdo de LBR em relacdo a LMR-2 (p=0,007)
(Figura 15).

O marcador Ki67 identifica células em estagios de proliferacéo celular e pode ser
observado em todas as lesdes, com variagcao entre os grupos. Verifica-se no quadro
2, que os pacientes de LRE eram aqueles que apresentavam as menores
concentracdes de células em proliferacdo se comparados com os demais grupos. Este
dado pode ser evidenciado quando todos os grupos foram analisados em conjunto
(p<0,0001 — quadro 3) e também quando LRE era comparado isoladamente com os
outros grupos (com LBR p=0,020; com LMR-1 e LMR-2 p<0,0001) (quadro 4 e 5 e
figura 15). Ja nos pacientes com ma resposta ao tratamento, tanto as lesdes primarias
(LRM-1) quanto as de recidiva (LMR-2) eram aquelas que apresentavam as maiores
concentracdes de células positivas e isso pode ser observado quando este grupo foi
comparado com os pacientes de boa resposta terapéutica (LBR x LMR-1 p=0,01)
(Figura 15).
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Figura 15 Distribuicdo do percentual de neutréfilos e Ki67 nas lesdes dos grupos estudados. Andlise

estatistica realizada por Kruskal Wallis com correcéo de Bonferroni.
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A molécula Foxp3 esta ligada aos fenbmenos regulatérios da resposta imune,
principalmente quando coexpressa com o marcador CD25. Nos tecidos estudados,
Foxp3 era heterogeneamente distribuido e a mediana de sua concentracao variou de
12,56% (LMR-2) a 17,70% (LBR), respectivamente 0S grupos com menor e maior
concentracéo (quadro 2). Devido a estas diferencas os grupos foram considerados
estatisticamente diferentes quando comparados no conjunto (p=0,027 — quadro 3).
Neste contexto, as comparacdes dois a dois demonstraram diferencas quando LBR
foi comparado a LMR-2 (p=0,021) (Figura 16).

A molécula CD25 é parte do receptor de IL-2 e tanto pode estar associada a
proliferacdo celular quanto ao fenbmeno de regulacdo imune, neste caso quando
associada a Foxp3. O percentual de células positivas para CD25 variou de forma
importante entre os grupos sendo que o grupo LRE foi o que apresentou as menores
concentracdes de células positivas (mediana de 6,07%). Os demais grupos mostraram
medianas semelhantes e cerca de 3 vezes superiores as verificadas para LRE (quadro
2). Neste sentido, observamos diferencas estatisticas apenas quando LRE era
comparada com os demais grupos (para todas as comparac¢des p<0,0001) (quadros
4 e 5 e Figura 16).
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Figura 16- Distribuicdo do percentual de Foxp3 e CD25 nas les6es dos grupos estudados. Analise

estatistica realizada por Kruskal Wallis com correcéo de Bonferroni.
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A expresséo de IFN-y estava presente em todos os pacientes avaliados com
variacdo entre 0s grupos e entre pacientes de um mesmo grupo (quadro 2). Apesar
da heterogeneidade, foi possivel identificar uma diferenca quando os grupos foram
comparados em conjunto (p<0,0001 - quadro 3). Esta diferenca era devida
principalmente a maior concentracédo de células positivas no grupo LRE, que era cerca
de 6% maior que nos casos LBR e que girava em torno do dobro do observado nos
grupos LMR (quadro 2). Foi também possivel observar que os pacientes de ma
resposta se mostravam bastante semelhantes, ndo importando se LMR-1 ou LMR-2,
e com numero de células positivas para IFN-y menor que as identificadas nos
pacientes de boa resposta terapéutica, cuja concentracédo de células positivas situa-
se mais proximo dos casos de LRE (quadro 2). Neste contexto, quando 0s grupos
foram comparados dois a dois, verificou-se diferenca significante entre LRE e LMR-1
(p<0,0001), entre LRE e LMR-2 (p<0,0001), entre LRE e LBR (p=0,012) e entre LBR
e LMR-2 (p=0,023) (quadros 4 e 5 e Figura 17).

ST2L é uma molécula que identifica o receptor de IL-33, citocina ligada aos
fendbmenos de regulacdo da resposta imune. As andlises das concentracfes de
células positivas para ST2L demonstrou diferencas significantes quando os grupos
foram comparados em conjunto (quadros 2 e 3). Estes resultados foram obtidos
devido a diferencas observadas sendo que o grupo LRE e LBR foram os que
apresentaram respectivamente 0os menores e 0S maiores percentuais de células
positivas (quadro 2). Devido a variacdo entre 0s grupos, a comparacéo dois a dois
evidenciou diferencas entre LRE x LMR-1 (p=0,002), LRE x LBR (p=0,0002), assim
como entre LBR x LMR-2 (p=0,01) (Figura 17). Como a molécula ST2L foi o Unico
marcador a mostrar diferenca estatistica entre os pacientes LMR, foi avaliada a
evolucao da expresséo de ST2L num mesmo paciente nos dois momentos (figura 18).
Verificou-se uma diferenca significante (p=0,02) entre LMR1 e LMR2, com menor

concentracéo de células positivas em LMR-2) (quadro 2 e figura 18) .
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Figura 17- Distribui¢éo do percentual de IFN-y e ST2L nas lesdes dos grupos estudados. Andlise estatistica
realizada por Kruskal Wallis com corre¢cdo de Bonferroni.
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Figura 18-Concentracdo de ST2L no grupo de mé resposta ao tratamento durante a lesé@o priméria (LMR-1) e
durante a recidiva (LMR-2). Andlise estatistica pelo Teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
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5.2.2.2 NOS2, presenca de NETs e Leishmania spp

A distribuicdo por sitio positivo para a presenca da enzima NOS2 esta
demonstrada na tabela 4. Para efeito de comparacéo a intensidade foi dividida pelo
namero de sitios positivos em um Unico campo como ja descrito por Morgado et al
(2008). Foi identificado um p-valor significativo de 0,004 durante a comparagéo dos
grupos. As maiores intensidades de NOS2 foram observadas no grupo de resolugéo
espontanea (LRE -Figura 19 A), enquanto as menores se encontravam nos grupos
LMR1 e LMR2 (LMR-2 -Figura 19 B).

Tabela 5- Expressao de NOS2 nos diferentes grupos estudados

Grupo
Intensidade (Numero de pacientes marcados - %) *p-valor
LMR-1 LMR-2 LBR LRE
1+ 7 (50%) 8 (57%) 1 (7%) 0
2+ 4 (28%) 3 (21%) 3 (21%) 3 (21%) 0.004
3+ 2 (14 %) 2 (14%) 6 (43%) 4 (28%)
4 ou mais 1 (7%) 1 (7%) 4 (28%) 7 (50%)

LMR-1: Leishmaniose M& Resposta Priméria; LMR-2: Leishmaniose M& Resposta Recidiva; LBR: Leishmaniose Boa Resposta;

LRE: Leishmaniose Resolu¢éo Espontanea * p-valor calculado por Teste Exato de Fisher

-

VS P
'm".x%)\': .";-m

Figura 19- Imunohistoquimica em les6es de LTA. Expresséo de NOS2. Setas indicam maior expressao de NOS2 em
LRE (A) e menor expressdo em LMR2 (B). Barra: 40 um
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Ja em relacéo a presenca de parasitas (tabela 5) observamos que o grupo LMR
apresentou um maior numero de leishméanias em relacdo aos demais, apesar de nao

ter sido identificada diferenca estatistica.

Tabela 6- Contagem de Leishmania spp e NETs por mm?

Leishmania spp (mm?) p-valor Nets (mm?2) p-valor
Grupos (Mediana) (Min-max) (Mediana) (Min-Max)
LMR-1 0,23 (0-0,35) 0,13 (0-0,26)
LMR-2 0,12 (0 -0,61) 0.362 0,08 (0-0,62) 0.339
LBR 0,10 (0-0,40) 0,32 (0- 2,37)
LRE 0,08 (0-0,28) 0,24 (0- 1,03)

LMR-1: Leishmaniose Ma Resposta Priméria; LMR-2: Leishmaniose Ma Resposta insucesso terapéutico; LBR: Leishmaniose
Boa Resposta; LRE: Leishmaniose Resolugao Espontanea

p-valor calculado por teste de Kruskal-Wallis

A figura 20 demonstra a presenca de parasitas no grupo LBR (A) e LMR-2 (B).

Figura 20 — Deteccao de amastigotas em lesfes de LTA pela técnica de Imunohistoquimica. A) Setas

indicam a presenca de parasitas em les6es de LBR e B) no grupo LMR-2. Barra: 10 um
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A andlise de NETs também nao identificou diferencas estatisticas entre os
grupos (tabela 5), entretanto no grupo LBR, as NETSs (figura 21 e tabela 5) geralmente

se apresentavam em maior dimensado e em maior quantidade do que no grupo LMR.

Figura 21 — Deteccdo de NETs em lesdes de LTA pela técnica de Imunohistoquimica. (A) e (B) lesGes de

LBR. As setas indicam a presenca de NETs evidenciadas pela cor vermelha-acastanhada Barra: 10 pm

5.2.2.3 RESUMO DOS RESULTADOS COMPARATIVOS OBTIDOS ENTRE OS 4
GRUPOS DE ESTUDO

As principais comparacdes entre os 4 grupos estudados estdo demonstradas no

PO Macador we eR wm

CD4/ CcD8 CD4 > CD8 CD4 > CD8 CD8 > CD4
CD22 + ++ ++
NEU + ++ ++
NK + o+ +++
MACROFAGO + ++ +++
NOS2 +++ ++ +
CD25 + +++ +++
IFN-y +++ ++ +
Ki67 + ++ +++
ST2L + ++ ++ [ +++
-Resposta tipo 1 -Maior celularidade
- Equilibrada -Equilibrada -Desequilibrio

Quadro 6- Comparacéo dos resultados de imunohistoquimica entre os grupos estudados
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela comparacédo de pacientes apresentando diferentes tipos
de evolucado para cura na LTA mostraram algumas semelhancas e diferencas que podem
sugerir graus variados de carga parasitaria e modulag&o da resposta imune in situ. De modo
geral, clinicamente os pacientes apresentaram lesdes semelhantes, apenas com maior
namero delas nos casos que evoluiram com ma resposta ao tratamento. Além disto, quando
os resultados de exames usados para a deteccdo de parasitas nas lesdes foram obtidos,
ficou também evidente que, pacientes que apresentaram ma resposta terapéutica tinham
maior facilidade de encontro de parasitas, jA que a maior parte deles apresentou 2 ou 3
exames positivos, enquanto que nos casos de resolucado espontanea todos os pacientes
apresentaram apenas um exame positivo, e em muitos deles este exame foi a PCR. A
relacdo da presenca de maior numero de lesfes e a dificuldade de cura das lesfes ja foi
descrita na literatura (RODRIGUES et al, 2006; SANTOS et al., 2008).

A literatura também tem relacionado casos de ma resposta ao tratamento com outras
caracteristicas como idade, sexo, peso, comorbidades etc (COLMENARES et al., 2002).
No entanto, nos pacientes avaliados por nés estes fatores mostraram-se semelhantes nos

quatro grupos estudados.

Os pacientes com resolucdo espontanea precoce ndo foram tratados pois
apresentaram sinais evidentes de cicatrizacdo das lesdes durante o periodo de
investigacdo até o diagndstico. A resolucao espontanea das lesGes tem sido descrita na
literatura como de aparecimento eventual e é discutido se estes pacientes devem ou néo
receber tratamento especifico, principalmente nos casos de infeccédo pela L. braziliensis
(OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2017). No Rio de Janeiro a taxa de resolugédo espontanea dos
casos atendidos no ambulatério do VigiLeish-INI-Fiocruz foi calculada em cerca de 2,9%
(OLIVEIRA- RIBEIRO et al, 2017), o que é compativel com a taxa de resolucao espontanea
descrita para LTA por L. braziliensis. O grupo por nés avaliado nédo foi tratado e tem sido
acompanhado longitudinalmente e até o momento, apos o diagnostico, nenhum deles
apresentou reaparecimento de lesdo cutanea ou surgimento de lesdo mucosa (VigiLeish,

comunicacao pessoal).

A classificacdo de falha terapéutica pode ser variada, de acordo com o0s critérios

adotados pelos grupos de pesquisa. Segundo o Ministério da Saude brasileiro, considera-
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se falha terapéutica a auséncia de resolucao ou a recidiva das les6es apoés dois ciclos de
tratamento convencional com antimoniato de meglumina (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
No ambulatério do INI- Fiocruz tradicionalmente os pacientes séo tratados com metade da
dose convencional e os dados de boa resposta terapéutica sdo semelhantes ou até
melhores do que os relatados em outros centros de atendimento ao paciente com LTA
(SCHUBACH e CONCEIC;AO-SILVA, 2014; RODRIGUES et al. BRAHIM et al., 2017).
Essas diferencas podem ser devidas a caracteristicas particulares dos pacientes da regiao
ou dos parasitas circulantes (AZEREDO COUTINHO et al., 2014, BAPTISTA et al, 2009).
Dados gerais de falha terapéutica com antimoniato de meglumina na dose de 10-20 mg
Sb5+/kg/dia demonstram valores que variam de 46 a 75 % (ANTONIO et al., 2014). Devido
a estas caracteristicas, o ambulatério do INI Fiocruz convencionou classificar como
insucesso terapéutico os casos com auséncia de resolucéo e/ou recidiva de lesbes em até
3 meses apds um ciclo de antimoniato de meglumina na dose de 5mg Sb*°/kg/dia. Este foi
o critério adotado para a classificagdo do grupo de pacientes com ma resposta ao
tratamento avaliados no presente estudo. Mesmo assim, esses pacientes apresentaram
diferencas quando comparados aos demais grupos estudados e dos 14 casos
acompanhados apenas a metade apresentou cura clinica apos um segundo tratamento. A
outra metade necessitou de trés ou quatro tratamentos, inclusive com mudanca do farmaco
utilizado para a evolugcao das lesbes para a cura. Estes dados tém relagdo com outros
apresentados na literatura que indicam a frequente necessidade de mudanca no
medicamento de escolha para a obtencéo de regresséo e cura das lesées (SCHUBACH e
CONCEICAO-SILVA, 2014). O Ministério da Saide preconiza uma sequéncia de farmacos
de primeira e segunda escolha para tais casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Apesar
da evolucao inicialmente desfavoravel, esses pacientes mantem-se curados, sem sinal de
recidiva das lesdes cutaneas ou aparecimento de lesdes mucosas, em tempos variaveis de

acompanhamento, nunca inferior a dois anos.

Devido a impossibilidade de quantificacdo de parasitas na lesdo durante o presente
estudo, apesar de ndo ser possivel afirmar que os pacientes com ma resposta ao
tratamento apresentavam carga parasitaria superior aos demais grupos, chama a atencao
a facilidade de obtenc&o de resultados positivos para a presenca de parasitas quando
diferentes métodos como impressao em lamina, histopatologia, e cultivo eram empregados.

Por outro lado, esta avaliacdo também demonstrou uma tendéncia a dificuldade de
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comprovacdo do parasita nos casos de resolucdo espontanea. Esta tendéncia poderia
sugerir que a quantidade de parasitas nas lesdes poderia influenciar o controle da infeccao
e consequentemente a resposta ao tratamento. A literatura ndo aborda este tdpico
frequentemente mas alguns estudos divergentes tem demonstrado tanto uma similaridade
(PEREIRA et al, 2015) quanto a possibilidade de diferencas na quantidade de parasitas nas
lesbes podendo influenciar a evolugéo da infeccédo (BRETSCHER et al., 1992; MENON e
BRETSCHER, 1996). Neste contexto, a persisténcia parasitaria em lesfes clinicamente
curadas é hoje plenamente aceita (SCHUBACH et al., 1998b; MORGADO et al., 2010) e
artigo do nosso grupo (MORGADO et al, 2010) e de outros grupos (STENGER et al., 1996)
demonstraram que existe um equilibrio de resposta imune e replicacao parasitaria, que uma
vez perdido pode levar a reativacdo das lesGes, como descrito em casos de pacientes com
HIV-Aids e doencas autoimunes em tratamento imunossupressor (VIROT et al., 2017;
LINDOSO et al., 2009). Por outro lado, Belkaid e cols (2000) avaliando a evolucéo de lesdes
cutaneas no modelo murinho de infeccdo pela L. major, demonstraram que a ulceracao
coincide com 0 momento em que a resposta imune comeca a se tornar evidente e a carga
parasitaria diminui, sugerindo que a resposta imune seria a responsavel pelo surgimento

das ulceras na leishmaniose cutanea.

As lesdes ativas de LTA tém sido avaliadas in situ por iniameros autores
(CONCEIQAO-SILVA etal., 2013; PALMEIRO et al., 2012; MORGADO et al., 2008; LEMOS
et al., 2010). Popula¢bes celulares relevantes para a resposta imune como linfocitos T,
macrofagos e neutréfilos sdo implicadas como de grande importancia tanto para a
manutencao de lesGes ulceradas, quanto para o controle da carga parasitaria e instalacao
dos fendmenos de cicatrizacdo (JOHN & HUNTER, 2008; MORGADO et al., 2010). Amato
e cols (2003) demonstram em lesdes mucosas que a persisténcia parasitaria pode estar
relacionada a manutencdo da resposta inflamatoria local;, além disto, outros estudos
também ja demonstraram parasitas em cicatrizes de pacientes de LTA (SCHUBACH et al.,
1998; MENDONCA et al., 2004). Morgado e cols (2010) observaram uma grande
concentracdo de macréfagos em meio ao tecido fibrético de cicatrizes, que poderia estar
indicando &reas com atividade inflamatdria. Os autores sugerem ainda que a exacerbacao
da atividade inflamatoria residual poderia levar a reativa¢éo apos a cura clinica.
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Nos ultimos anos, além dos macrofagos e neutrofilos, outras células como células NK
e mastocitos tém sido implicadas no fendmeno de instalacdo da resposta imune e controle
de carga parasitaria (NAQVI et al., 2017; SCHARTON e SCOTT, 1993). Assim, torna-se
importante avaliar os componentes da resposta imune no processo inflamatorio que ocorre
nas lesdes de pacientes com diferentes apresentacgdes clinicas e evolug¢des para a cura na
LTA. No presente trabalho avaliamos trés grupos de pacientes com diferentes evolugdes
diferentes para cura: resolucéo espontanea precoce, boa resposta ao tratamento antimonial
e ma resposta ao tratamento antimonial. Neste ultimo, tivemos ainda a oportunidade de
verificar as les6es de um mesmo paciente no momento do diagnostico confirmatorio de LTA
e também no momento em que as lesdes apresentavam indicios de reativagdo, apés o
primeiro ciclo de tratamento especifico. A comparacao de alguns marcadores celulares e
funcionais indicou caracteristicas da resposta inflamatéria nestes grupos que puderam

auxiliar a identificar diferencas relevantes entre eles.

De um modo geral, os pacientes com resolucédo espontanea precoce e aqueles com
boa resposta ao tratamento eram 0s que apresentavam a resposta imune mais equilibrada,
como predominéancia de células CD4* e presenca de IFN-y em maior concentragao que nos
pacientes com ma resposta ao tratamento. Ainda € interessante notar que, se comparamos
0s casos de resolucdo espontanea precoce com 0S pacientes que necessitaram de
tratamento mas obtiveram cura (boa resposta) podemos notar que nos casos de cura
espontanea, sinais de atividade como presenca de marcador de receptor para IL-2 (CD25),
células em proliferacdo (Ki67*), neutrofilos, células NK, macrofagos e células CD8*
mostravam-se em concentragdes inferiores, sugerindo que o processo inflamatorio estava
mais controlado e isto inclusive poderia ser mais uma sugestao indireta da presenca de
menor numero de parasitas. Muitas destas células tém envolvimento no controle da carga
parasitaria e nos processos de citotoxicidade que por sua vez podem gerar leséo tecidual,
quando exacerbados. Estas células também tém geralmente ligacdo com a presenca de
parasitas e a necessidade de eliminacdo dos mesmos como ja descrito em modelos
murinos (LIEW et al., 1990; CHAGAS et al., 2014; LAURENTI et al., 1999) e em avaliacdes
realizadas em pacientes (MORGADO et al., 2015, MORGADO et al., 2008). A importancia
da resposta tipo 1, caracterizada por citotoxicidade, concentracdes otimas de IFN-y e
linfécitos, além de macrofagos ativados ao estagio parasiticida, € apontada como

determinante para o controle da infeccio (MENDONCA et al., 1986; CONCEICAO-SILVA
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et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Mas também € indicado que, uma vez controlada a carga
parasitaria, a intensidade da resposta imune precisa ser modulada para que o tecido inicie
0 processo de reparacado tecidual e cicatrizacdo (MORGADO et al.,, 2010). Assim, nos
parece logico que casos com evolucdo para a cicatrizagcdo espontanea apresentem
resposta imune com tendéncia a menor intensidade do fendmeno inflamatorio que os casos
gue necessitaram de tratamento. Neste sentido, a diferenga encontrada nas concentragoes
de células NK nos pacientes de resolucdo espontanea em comparacao aos pacientes dos

outros grupos parece corroborar esta sugestao.

Células Natural Killer sdo linfécitos granulares derivados da medula éssea que
recentemente foram classificadas como pertencentes ao grupo das células linféides inatas
(PRADO DIETZ e LUONG, 2016; ZHANG e HUANG, 2017; ROBINETTE e COLONNA,
2016). Sao reconhecidas por sua importante fungéo na vigilancia de tumores e na resposta
as infeccbes virais, mas também tém sido descritas como tendo papel importante na
iniciacdo da defesa dos hospedeiros a outros patégenos intracelulares, com a¢do sobre
macréfagos através da producdo de IFN-y. A presencga de células NK foi detectada no
infiltrado inflamatério de todos os pacientes avaliados. No entanto era patente a menor
concentracédo (cerca de 3 vezes menos) destas células nos casos de regresséo espontanea
precoce. Por outro lado, nossos resultados demonstraram uma semelhanca nas lesdes dos
pacientes que necessitaram de tratamento, sendo que os pacientes com boa resposta
terapéutico apresentavam menores concentragdes celulares em suas lesdes que as
observadas nas lesdes primarias dos casos de ma resposta. Esses resultados podem
sugerir que devido ao melhor controle da inflamacéo a atividade NK n&o esteja mais sendo
necessaria. Neste sentido foi descrito que células NK de individuos sadios eram ativadas
pela presenca in vitro de L. aethiopica (AKUFFO, MAASHO e HOWE,1993). E que estas
células seriam as responsaveis pela producéo de IFN-y que, ao dirigir a diferenciacéo de
células CD4* para o fendtipo tipo 1 poderiam participar do controle precoce da infeccao
promovendo resisténcia (SCHARTON e SCOTT, 1993, LASKAY, ROLLINGHOFF e
SOLBACH, 1993). Mais estudos sobre o papel de células NK precisam ser realizados para
a confirmacéo de sua atuacao no controle da infeccao. Infelizmente, estes fenGmenos
podem ser bastante precoces no curso da infeccdo, dificultando sua identificagdo na

avaliacdo de pacientes.
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Em comparagdo com os casos de resolucado espontanea precoce, 0s pacientes que
necessitaram de tratamento especifico, mostravam maior similaridade de resposta imune
in situ, independente de serem bons ou maus respondedores ao tratamento. Mesmo assim,
algumas caracteristicas particulares do infiltrado inflamatorio puderam ser observadas.
Pacientes com boa resposta ao tratamento apresentavam maior concentracao de células
CD4* e de areas positivas para IFN-y que as lesdes tanto iniciais quanto reativadas dos
pacientes com ma resposta ao tratamento. A importancia de CD4 como célula ativadora de
resposta imune, com caracteristicas de resposta tipo 1, quando na presenca de IFN-y
levando a ativacdo de macrdfagos a estagios parasiticidas € comprovada na leishmaniose
cutanea (KIMA e SOONG, 2013). Nossos resultados também evidenciaram que a
expressao da enzima NOS2 era mais intensa nos casos de boa resposta que nos pacientes
gue nao se curaram apds o primeiro tratamento. Isto tem sido verificado tanto no modelo
murino (WEI et al.,1995; MURRAY e NATHAN, 1999; BOGDAN et al, 2000) quanto em
pacientes com lesdes ativas (QADOUMI et al.,2002; PALMEIRO, 2012). A presenca de
oxido nitrico, produzido a partir da acdo da enzima NOS2 no substrato L- arginina, €
considerada fator determinante para o controle da carga parasitaria por macrofagos, que
podem assim atuar como parasiticidas eliminando as formas amastigotas (BOGDAN e
ROLLINGHOFF, 1998). Este dado torna-se mais relevante no sentido de que nos pacientes
com ma resposta ao tratamento foi verificada a maior concentracdo de macrofagos em
relacdo aos demais grupos, mas também foram aqueles em que a presenca de NOS2 era
mais fraca. Indiretamente, estes dados indicam que os macrofagos presentes nas lesées
destes pacientes ndo estavam plenamente ativados e assim, teriam dificuldade de
eliminacdo dos parasitas. A necessidade de ativacdo de macrofagos para eliminacéo de
leishméanias tem sido demonstrada tanto in vitro quanto in vivo em diferentes modelos de
infeccdo (SARAH, SAMRA e NUWAYRI-SALTI, 1975; PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX,
2015) e a incapacidade destas células eliminar a infec¢do é apontada como um dos fatores
envolvidos na evolucéo clinica dos casos de leishmaniose cutanea difusa (LCD). Nestes
casos, 0s pacientes apresentam defeito de resposta imune, sendo incapazes de montar
resposta do tipo 1, ndo ocorrendo controle da infecdo, levando a cronicidade da lesdo e
incapacidade de responder ao tratamento (BARRAL et al., 1995; CONCEICAO-SILVA,
MORGADO e COUTINHO, 2014).
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Este mesmo raciocinio pode ser considerado para a acdo de neutréfilos. Nossos
resultados demonstraram uma semelhanca na infiltracdo de neutréfilos quando lesdes de
boa resposta e ma resposta primaria (LMR1) foram comparadas, e estes dois grupos
apresentavam maiores concentracdes desse tipo celular que os casos de resolucao
espontanea precoce. No entanto, quando a presenca de NET foi avaliada, apesar de nédo
haver diferenca significante, pode-se identificar uma tendéncia a maior concentracao das
redes de neutrofilos nos casos de boa resposta se comparados com 0s de ma resposta. A
importancia de neutréfilos na inflamacdo presente nas lesdes de LTA tem sido
demonstrada, tanto para controle da carga parasitaria (formagcdo de NET) quanto para a
facilitacdo da sobrevivéncia dos parasitas (cavalo de troia) (JOHN & HUNTER, 2008).
Recentemente nosso grupo demonstrou que a formacédo de NET estava relacionada a
presenca de amastigotas extracelulares e que a eliminacdo do parasita cursava em
concomitancia com o desaparecimento da formacao de redes neutrofilicas (MORGADO et
al., 2015). Mais uma vez esses dados indiretamente sugerem que nos casos de ma
resposta existe uma dificuldade de acédo sobre o parasita, quer seja por inadequacéo do

tipo / intensidade da resposta imune, quer seja pela maior carga parasitaria.

Além da resposta do tipo 1, fenbmenos inflamatérios voltados para a regulacdo da
resposta imune in situ sdo de grande importancia para o equilibrio entre a eliminacdo do
parasita e a preservacdo do tecido. Neste sentido, todo processo inflamatoério cursa com
expressdo de atividade pr6 inflamatéria e de regulagéo. Linfécitos T reguladores (Treg)
podem regular a resposta imune inata e adaptativa e tem a habilidade de controlar efeitos
excessivos ou mal direcionados do sistema imune. Essa modulagdo envolve diferentes
mecanismos como a supressao da proliferacdo de ceélulas T e producédo de citocinas, a
secrecdo de citocinas imunossupressoras e a inducéo de apoptose de células T em varias
doencas, inclusive infecciosas (RODRIGUES et al., 2014). Treg também tem sido implicada
na prevencao do desenvolvimento de auto imunidade e na manutencao da homeostase e
tolerancia a microbiota (O’'CONNOR e ANDERTON, 2015). Nos ultimos anos varias células
e moléculas tém sido descritas como envolvidas na regulacdo imune. Entre elas podemos
citar a molécula Foxp3, que juntamente com CD25 é expresso em Treg, a citocina IL-33 e
seu receptor ST2L e mastocitos, que liberando grandes concentragdes de citocinas do tipo
2 podem auxiliar no controle da inflamacédo. Nossos resultados demonstraram um

percentual de células positivas para Foxp3 que variou de 12 a 17 % das células das lesdes
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com predominancia em lesdes de pacientes que necessitaram, mas responderam bem ao
tratamento. Isso se mostrou mais evidente quando estes dados foram comparados com as
lesbes de reativacdo nos casos de ma resposta. Rodriguez-Pinto e cols (2012)
demonstraram que Tregs participariam da resolucdo de lesdes dérmicas e que por iSso
mesmo ela poderia ser utilizada como marcador para estratégicas imunoterapicas das
leishmanioses causadas por espécies do subgénero Vianna. Neste contexto foi descrito
que pacientes de area endémica do Ird, apresentando teste de Montenegro positivo
(assintomaticos) ou com lesdes de leishmaniose curadas apresentavam quantidades
similares de células CD4* e Foxp3* no sangue periférico e sugerem que a modulacao da
resposta imune para manutencao da protecao contra reinfeccdes poderia ter a participacao
de fenbmenos regulatorios (BAHRAMI et al.,2014). Por outro lado, Rodrigues e cols (2014)
indicam que as lesdes causadas por Leishmania braziliensis consistentemente apresentam
menor densidade de Foxp3 que lesdes causadas por outras espécies do subgénero
Viannia, e sugerem que a espécie do parasita pode influenciar o estimulo da regulacdo da
resposta imune. Todos 0s nossos pacientes sao residentes da area endémica do Rio de
Janeiro onde a Leishmania braziliensis é considerada a espécie predominante, sendo Unica
(OLIVEIRA- NETO et al.,, 1988; AZEREDO-COUTINHO e al, 2007). Neste caso as
comparacdes por nos realizadas demonstram uma diferenca provavelmente relacionada a
resposta do paciente. Outras moléculas também podem ser implicadas como marcadores
de regulacdo, uma delas a galectina-3 tem sido considerada como reguladora da frequéncia
e funcéo da Treg e que a expressao desta molécula poderia alterar o curso da infeccéo por
L. major (FERMINO et al., 2013). A avaliacdo de outros marcadores dos fenébmenos de
regulacédo da resposta imune pode auxiliar na melhor compreenséo da resposta imune na
LTA.

A molécula ST2L é um receptor ancorado a membrana capaz de se ligar a IL33, e
uma vez ativado por esta citocina se transforma em uma molécula soltvel (sST2) com
propriedades anti-inflamatérias (DE LA FUENTE, MACDONALD e HERMOSO, 2015). A IL-
33 € uma citocina pertencente a familia IL-1, que tem sido relacionada a patogénese de
doencas atopicas (asma) ou autoimunes (artrite reumatoide, doenca inflamatéria da
bexiga), cancer e de desordens do sistema nervoso central (doenca de Alzheimer). IL33 é
comumente associada a estimulacéo de células T do tipo 2 (KROPF et al., 1999). Outras

células podem ser influenciadas por IL33, principalmente células B, célula dendriticas,
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macréfagos, mastdcitos e células linfoides da resposta imune inata (LU et al., 2015). A
estimulacdo de IL33 parece ser crucial para a polarizacao da resposta do tipo 2 e indugéo
de Treg (LU et al., 2015; HARDMAN e OGG, 2016). A inibicdo de ST2L por anticorpos
diminui o estimulo a resposta do tipo 2 em camundongos BALB/C infectados por L major,
levando ao controle da infeccdo (LIEW, XU e CHAN, 1999). Khalid e cols (2017)
demonstraram ainda que camundongos knockout para ST2 conseguiam um melhor controle
da infeccdo por Leishmania infantum. Estes dados sugerem a acgao de IL33/ ST2L na
progressdo da leishmaniose. No entanto, nossos resultados mostraram uma baixa
concentracdo de células positivas para ST2L sendo que o grupo de boa resposta era o que
apresentava o maior percentual e o de regressao espontdnea o menor numero de células
positivas. A literatura a respeito da ST2L em relacao a leishmaniose € escassa em avaliacao
de pacientes. Recentemente foram estudados casos de leishmaniose visceral nos quais foi
sugerido que IL-33/ST2L pode ser considerado um marcador potencial de prognostico para
susceptibilidade a infeccdo (ROSTAN et al., 2013). Nossos resultados ndo permitem tal
sugestdo e outras avaliacfes deverdo ser feitas para a compreensdo do papel de IL33/

ST2L nas leishmanioses cutaneas.

Os mastocitos sdo geralmente encontrados ao redor de vasos e sao implicados em
fendmenos de vasodilatacdo. Sdo descritos como participantes de processos fisioldgicos e
patolégicos como a reacao de hipersensibilidade imediata e doencas alérgicas (KRITAS et
al., 2013). S&o produtores de IL4 e junto com a IL-33 foram implicadas na anafilaxia induzida
por IgE (KRITAS et al., 2013; LU e HUANG, 2017). Ao lado de outros componentes do
sistema imune foram apontados como envolvidos na eliminacdo de parasitas (LU e
HUANG, 2017). No entanto ainda é obscuro se mastécitos promovem a defesa via efeitos
diretos sobre células T ou modificando as func¢des das células apresentadoras de antigeno
(DUDECK et al.,, 2011). Na leishmaniose, resultados divergentes tém sido descritos
principalmente no modelo murino com autores indicando uma agdo no aumento e na
persisténcia das lesdes em modelo animal (WERSHIL et al., 1994), assim como o estimulo
a inducao de resposta Thl e Th1l7 (DUDECK et al., 2011) e outros autores demonstrando
uma relacdo com células Th2 (PAUL et al., 2016), ou mesmo desempenhando papel de
regulacdo na resposta imune por diminuir ou regular a resposta Thl, o que ja foi sugerido
por Oliveira et al. (2005). Paul e colaboradores (2016) demonstraram ainda no modelo

murino que mastocitos ndo teriam impacto na gravidade da evolugdo da infecgdo por L.
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major, sugerindo que outros tipos celulares deveriam ser considerados como estimuladores

da resposta Th2 estimulada por IL4.

Nossos resultados demonstraram que o0 numero de mastécitos era significativamente
maior em casos de resolucdo espontdanea e boa resposta ao tratamento, quando
comparadas aos pacientes maus respondedores. Em leishmaniose visceral canina (LVC)
ja foi demonstrado que os mastécitos estdo envolvidos no processo de remodelamento
tecidual, favorecendo a cicatrizagdo. Em conjunto esses resultados sugerem que uma acao
modeladora de mastoécitos pode facilitar a organizacao tecidual (DE OLIVEIRA CARDOSO
et al., 2017). Neste sentido recentemente foi demonstrado no modelo murino e in vitro que
mastécitos podem auxiliar na eliminacdo de leishméanias através da formacédo de redes
extracelulares semelhantes aquelas produzidas por neutréfilos (NAQVI et al., 2017). Desta
forma, sua maior concentracdo nas lesdes com evolucao benéfica poderia estar ligada a
sua acdo ndo apenas na regulacdo da resposta imune, mas também na remodelacéo

tecidual e no controle da carga parasitaria tecidual.

No conjunto nossos resultados demonstraram varia¢des importantes na dinamica do
processo inflamatério nas lesdes de leishmaniose com diferentes evolugdes para cura
clinica, e sugerem que os casos de regressdo espontanea precoce sao aqueles que a
infeccdo e a resposta imune sdo melhor controladas, o que facilitaria o controle da carga
parasitaria e o estimulo aos fendmenos de reparacéo tecidual. E preciso lembrar que a
persisténcia parasitaria € fendbmeno conhecido nas leishmanioses e que para a cura clinica
das lesdes ndo ha necessidade de cura parasitologica (MORGADO et al., 2010). Desta
forma, o parasita ndo precisa ser completamente eliminado para que as lesdes regridam e
os fendbmenos de reparacdo levem a sua cicatrizacdo. Este mesmo raciocinio pode ser
sugerido para as lesbes com boa resposta terapéutica em que o fendmeno inflamatorio
mostra maior atividade, mas ainda assim com um equilibrio que pode permitir o controle da
infec¢@o. J& os casos de ma resposta terapéutica, apesar de mostrarem similaridades com
as lesbes com evolucdo para boa resposta terapéutica, apresentam caracteristicas que
podem sugerir um certo desequilibrio na resposta inflamatéria com diminuicéo de linfécitos
TCD4* e da expressédo de IFN-y aliadas a um aumento de células em proliferacdo e
macréfagos, que em comparagdo com 0S outros grupos demonstram uma menor

intensidade de expressédo de NOS2. Este dado indiretamente sugere uma menor ativagao
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destas células ao estagio parasiticida. No entanto, outras avaliagdes precisariam ser feitas

para verificar este ponto em patrticular.

A melhor compreenséo da dindmica do processo inflamatério ligada aos fenbmenos
de cura das lesdes de LTA podera trazer subsidios ao desenvolvimento de novos

tratamentos, inclusive imunoterapicos e vacinais, para o melhor controle da infeccao.
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7. Conclusdes

1- Com excecao do grupo LRE que apresentava 50% para cada sexo, nos demais grupos,
0s pacientes eram predominantemente do sexo masculino. Apesar de ndo haver diferenca
significante, na maioria dos casos houve acometimento dos membros inferiores e lesdes
do tipo ulcerada. As maiores lesbes em diametro e quantidade e o menor tempo de
evolucao foram encontrados no grupo de ma resposta.

2- Notamos diferencas na positividade de exames diagndésticos como a histopatologia e a
IDRM entre os grupos avaliados, sendo o grupo de ma resposta o responsavel por estes
resultados, ja que apresentava os achados mais frequentes de parasitas nos exames
histopatologicos e a menor média de IDRM. Porém a simples realizagdo desses dois
exames, comumente usados no diagndstico de LTA, neste estudo ndo foi suficiente para

predizer o desenvolvimento da evolucéo de LTA.

3- Foi interessante notar que, de um modo geral, 0s pacientes com ma resposta
apresentavam maior quantidade de exames parasitolégicos positivos se comparados aos
demais grupos, o que pode indiretamente sugerir que esses pacientes poderiam apresentar
maior carga parasitaria. No entanto outras avaliacdes devem ser feitas para confirmar esta

sugestao.

4- O grupo LRE ndo fez uso de qualquer medicamento até a cicatrizacdo das lesfes. Na
avaliacdo in situ demonstrou uma resposta imunolégica mais controlada, com menores
concentracbes de CD22, CD25, NK, macrofagos, neutréfilos, ST2L e um pequeno
percentual de proliferacdo celular, além de uma expressao mais intensa de NOS, IFN- y e

menos parasitas, sugerindo um maior equilibrio da resposta inflamatoria.

5- O grupo LBR fez uso apenas de um ciclo de antimoniato de meglumina e apresentou
desfecho favoravel apos o fim do tratamento sem reativacdo das lesdes. O infiltrado
inflamatoério in situ mostrou-se intermediario entre os casos de LRE e LMR, com
caracteristicas de maior atividade inflamatéria que os casos de LRE, sem contudo,
apresentar fendbmenos evidentes de desequilibrio para exacerbacdo ou deficiéncia de
resposta que foram identificados em alguns marcadores inflamatorios em LMR. A resposta
imune in situ apresentou concentracdo de macréfagos intermediaria mas com bom indice

de atividade da enzima NOS2, o que indiretamente indica a capacidade de ativagao destas
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células ao estagio parasiticida. Neste contexto apresentava ainda uma propor¢do mediana
de células Ki67 (indicando proliferacéo), se comparado aos demais grupos. Estes dados

apontam para uma atividade inflamatéria importante, mas dentro de condicdes de equilibrio.

6- Os pacientes LMR apresentaram pior resposta ao tratamento, necessitando de diferentes
medicamentos para a cura total das lesGes. A resposta imune mostrou semelhancgas nas
concentracfes de marcadores inflamatérios entre os dois momentos das lesdes de LMR
(LMR-1 e LMR-2). Além disto, foi possivel observar uma resposta imune menos intensa
aliada ao maior niumero de exames parasitoldgicos positivos. Chamou a atencao o fato de
estes pacientes serem aqueles com maior quantidade de macréfagos, aliado as mais baixas
taxas de positividade para NOS2 e expressao de IFN-y, o que fala a favor de que muitos
dos macrofagos ndo apresentavam ativacdo ao estagio parasiticida. Em conjunto esses
resultados sugerem que os casos LMR apresentavam resposta imune menos eficaz com
dificuldade de controlar a carga parasitaria, levando a necessidade de tratamentos mais

robustos para o controle da infeccao.

7- Os marcadores celulares e funcionais da resposta imune avaliados no presente estudo
apresentaram diferencas quando comparados entre os quatro grupos examinados (LRE,
LBR, LMR-1 e LMR-2), sugerindo que a resposta imune estaria atuando de maneira
diferente em cada um. Assim, nossos resultados apontam para diferencas na organizacao
e intensidade do processo inflamatdrio nas lesGes ativas de LTA, na dependéncia da
qualidade/necessidade de tratamento. Outros marcadores poderao ser avaliados de modo

a completar o painel de perfil de resposta imune nesses grupos.
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Anexo 1

Dados clinicos dos pacientes de leishmaniose cutanea localizada (LCL) do grupo de cura
espontanea (LRE). INI, Fiocruz entre 2005 a 2015

Pacientes Sexo Idade Numero Localizacéo IDRM* Evolucéo
(anos) de lesbes (mm) (meses)
1 M 54 1 MS2 23 5
2 M 47 1 Tronco 13 1,5
3 M 17 1 MI3 16 4
4 F 35 1 MI3 6 2
5 M 26 1 MS2 42 24
6 F 42 1 MI3 45 2
7 F 33 1 MI3 7 5
8 F 64 1 Tronco 0 3
9 M 52 1 MI3 0 1,5
10 F 29 1 Face NI* 2
11 F 54 1 MI3 30 4
12 F 26 1 MI3 6 1
13 M 17 2 Tronco 9 4
14 M 22 1 MS2 32 2

IDRM!- Intradermoreacdo de Montenegro  MS2- Membro Superior MI3- Membro Inferior NI*N&o informado
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Anexo 2

Dados clinicos dos pacientes de leishmaniose cutanea localizada (LCL) do grupo de boa

resposta ao tratamento com antimonial pentavalente (LBR). INI, Fiocruz entre 2005 a 2015

Sexo Idade Ndmero Localizacéo IDRMt Evolugéo
Pacientes (anos) de lesbes (mm) (meses)
1 M 34 1 MS? 34 1
2 M 29 1 MS? 14 1
3 M 29 2 MI3 33 1
4 M 26 1 Pescoco 23 7
5 F 41 2 MI3 18 2
6 M 26 1 MS? 20 1,5
7 M 24 1 MI3 NI* 2
8 M 41 1 MI3 20 2
9 M 30 3 MI3 30 4
10 M 49 2 MI3 34 3
11 M 48 1 MI3 14 5
12 M 37 1 MI3 NI* 2
13 M 33 3 MS? 15 12
14 F 55 1 MS? 25 4

IDRM!- Intradermoreacdo de Montenegro  MS2- Membro Superior MI3- Membro Inferior NI*N&o informado
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Anexo 3

Dados clinicos dos pacientes de leishmaniose cutédnea localizada (LCL) do grupo de ma

resposta ao tratamento com antimonial pentavalente (LMR). INI, Fiocruz entre 2005 a 2015

Pacientes Sexo Idade Numero Localizag&o IDRM ? Evolucéo
(anos) de lesdes (mm) (meses)
1 M 31 3 Cabeca/ Pescoco 11 2
2 M 26 3 MS2 /IMI3 11 1
3 M 44 9 Cabeca/Pescoco/Tronco 14 2
4 M 52 7 Cabeca/Pescoco/Tronco/Ml 0 1
5 M 35 1 Tronco 12 3
6 F 39 1 MS2 19 1
7 F 21 1 MS2 NI* 1,5
8 F 40 1 MS2 30 1
9 M 31 5 MS? 15 3,5
10 M 38 1 MS2 12 4
11 M 51 1 MI3 13 2
12 M 24 2 MS2 0 2
13 M 40 5 MS?/ Tronco 20 1,5
14 F 52 1 MS2 7 1

IDRM!- Intradermoreacdo de Montenegro  MS2- Membro Superior MI3- Membro Inferior NI*N&o informado
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Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecidol

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
21045-900

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

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZAQAO
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) é uma doenca que atinge seres
humanos e animais, incluindo o céo, causada por parasitas chamados Leishmanias.
A doenca é transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regides de mata,
plantacdes 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 apos a cicatrizacdo da ferida na pele. Atualmente, ndo
temos como saber qual paciente adoecera de novo e qual permanecera curado

definitivamente.

Outras doencas como infeccdes 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 laboratério
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antes, durante e apds o tratamento? quais pacientes, mesmo apdés o tratamento, irdo
reabrir suas cicatrizes ou irdo desenvolver doenga dentro do nariz ou na garganta?
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 reservatérios 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

investigacgédo clinica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com os seguintes objetivos:

v'  Descrever aspectos da LTA: manifestagbes clinicas e exames de
laboratorio, tentando estabelecer padrdes de apresentacdo da doenca e seu modo de

evolucdo, 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

administragao, 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 saude em estudo e
sobre a pesquisa que serd realizada, prestando informagfes, detalhando os

procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

7

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé poderd recusar-se a
participar de uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a
gualquer momento, sem que este fato Ilhe 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.
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A sua participagdo com relagéo ao Projeto consiste em autorizar a realizagéo 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 serd necessaria a sua autorizacdo: 1) para a utilizacdo de documentacéo
fotogréfica ou flmagem de suas lesdes para estudo 2) para que parte do material
coletado periodicamente para a realizacdo de exames para acompanhamento da
evolucdo da sua doenca, 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 compreensédo da doenca, o desenvolvimento e avaliagdo de novos métodos
diagnésticos; 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 |he serdo gratuitos. Vocé recebera todos os cuidados

médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé ter4 algumas responsabilidades: seguir as
instrucbes do seu médico; comparecer a unidade de saude nas datas marcadas;
relatar a seu médico todas as reac¢des que vocé apresentar durante o tratamento,
tanto positivas quanto negativas. Caso vocé necessite de atendimento meédico,
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 ou Dr. Armando de Oliveira Schubach, nos telefones acima. Caso vocé
apresente qualquer quadro clinico que necessite de internacdo, a equipe médica
providenciara seu leito no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - Fiocruz.

Sua identidade serd mantida como informacéao confidencial. Os resultados do
estudo poderao ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens poderéo
ser divulgadas desde que vocé néo possa ser reconhecido. Entretanto, se necessario,
0S seus registros meédicos 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

84



tratamento. O seu médico deverd oferecer todas as informacbes necessérias
relacionadas a sua saude, aos seus direitos, e a eventuais riscos e beneficios

relacionados a sua participacdo neste estudo.

Procedimentos, exames e testes que serao utilizados:

Antes do tratamento havera coleta de informacgdes sobre a doenca; exame médico
geral e exame da pele com descricdo e documentacéo fotografica ou filmagem das
lesBes; exame interno do nariz e da garganta com um aparelho chamado fibra 6tica,
que permite ver lesbes pequenas ou em locais de dificil acesso, para descricdo e
documentacdo fotografica ou filmagem das lesdes (se necessario serd 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 diagnéstico (aspecto microscépico do tecido e culturas para
tentativa de isolamento de possiveis agentes de doenca como fungos, bactérias e
leishmanias) quanto para pesquisa (identificacdo de células e outros componentes da
resposta inflamatodria, 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: aspiragdo com seringa e agulha do bordo
da lesdo e de secrecOes em lesdes 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 (injecdo 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 ap0s a injecdo); exames de sangue (quantidade equivalente a
aproximadamente trés colheres de sopa), exame de saliva (coletada com um tipo de
cotonete), radiografia dos pulmbes e da face (se necessario complementada por

tomografia computadorizada); eletrocardiograma; e audiometria e otoscopia.

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento
glucantime por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma injecdo ao dia,
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geralmente, durante um periodo de 30 dias continuos ou com intervalos de descanso.
Excepcionalmente, para idosos, pacientes com doencas graves ou que nao tolerem o
tratamento normal, podera ser utilizada a via intralesional (IL). O tempo do tratamento
podera ser diminuido ou aumentado conforme a necessidade. Outras opc¢des de
tratamento sdo a anfotericina B (IV) e a pentamidina (IM), ambas injetaveis e
necessitando medidas de acompanhamento parecidas com as do glucantime. Apds o
inicio do tratamento, vocé devera comparecer a aproximadamente trés consultas
dentro de 10, 20 e 30 dias. Caso as lesGes ndo cicatrizem totalmente, o tratamento
podera ser continuado pelo periodo de tempo necessério. Ao se atingir a cura clinica,
vocé devera retornar para consulta de reavaliacdo em 1, 3, 6, 9 e 12 meses ap0s 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 deverao ser realizados avaliacao
médica e exames de sangue (nha 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 0 eletrocardiograma durante o

tratamento, poderdo 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¢éo venosa e
eventualmente, podera haver a formacao de uma area arroxeada no local, que voltara
ao normal dentro de alguns dias. Ocasionalmente, os testes na pele poderéo
apresentar uma reacao forte com inflamacéao do local, formacéo de bolhas e, mais
raramente, formacao 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 biopsia (retirada de um pequeno fragmento de pele para exame) poderao
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 poderd haver uma reacdo mais severa com dificuldade de respirar e

necessidade de cuidados mais intensos, existentes no IPEC.
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No local da biépsia podera ocorrer inflamagéo e dor, acompanhados ou nao de
infeccdo por bactérias. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de

medicamentos para dor e antibidticos.

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos
indesejaveis, ndo 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 néao

devem ser realizados em gravidas.
Formas de ressarcimento:

Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento, poderd ser fornecida
alimentacdo conforme rotina do Servico de Nutricdo e Servigco 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 apés o tratamento sejam necessarias para a
confirmacdo da cura. Os resultados deste estudo poderdo ou nao beneficia-lo
diretamente, mas no futuro, poderdo beneficiar outras pessoas, pois espera-se
também que este estudo contribua para que o diagndstico 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 0 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
estard 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.
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Nome paciente: Data

Nome médico: Data
Nome testemunha?2: Data
Nome testemunha2: Data

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 5

Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Ministério da Saude
FIOCRUZ
O Cruz

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Fvandra Chagas

Rio de Janeiro, 02 de maio de 2016.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Para: Dra. Fatima Conceigao Silva

Prezada Dra. Fatima,

Com referéncia ao projeto “Comparagao de parametros clinicos, laboratoriais e
imunidade cellular in situ entre pacientes com leishmaniose tegumentar americana
apresentando regressdo espontidnea precoce ou com boa ou ma resposta ao
tratamento com antimoniato de meglumina no INI-Fiocruz”, objeto de estudo da
mestranda Jéssica Leite da Silva, trata-se de um subprojeto do estudo “Influéncia da
respos'ta imune in situ na evolugdo de doencgas infecto-parasitarias caracterizadas
pela presenga de reagdo granulomatosa crénica. Havera correlagdo entre a
evolugdo das lesdes de esporotricose, leishmaniose, tuberculose, hanseniase e
paracoccidioidomicose e o fenomeno inflamatério localizado?”, aprovado por este
CEP em 27/08/2001.

Este subprojeto tem como objetivo avaliar a resposta imune celular in situ de
pacientes apresentando regressao esponstanea precoce de lesdes cutaneas de LTA, assim
como boa e ma resposta ao tratamento especifico, correlacionando este achado com
pardmetros clinicos e laboratoriais com vistas a deteccdo de possiveis padroes
relacionados.

Esta documentagédo foi apreciada e aprovada por esta Coordenagdo na presente
data.

Atenciosamente,

£ Lavallie (‘_’u;‘)

AR
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ANEXO 6

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, FATIMA DA CONCEIGAO SILVA coordenadora e JESSICA LEITE DA
SILVA, aluna do projeto de pesquisa intitulado “COMPARACAO DE PARAMETROS
CLINICOS, LABORATORIAIS E DE IMUNIDADE CELULAR IN SITU ENTRE
PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA QUE
APRESENTARAM REGRESSAO ESPONTANEA PRECOCE, BOA RESPOSTA OU
MA RESPOSTA AO TRATAMENTO COM ANTIMONIATO DE MEGLUMINA
ATENDIDOS NO INI, FIOCRUZ”, 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 serdo divulgados em comunicacdes
cientificas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado néo sera

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

Rio de Janeiro, / /

Fatima Conceicao Silva

Jéssica Leite da Silva
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