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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma antropozoonose cronica que acomete cartilagens,
mucosas e pele. As alteracbes histopatolégicas consistem em um infiltrado de células
inflamatorias com reagdes granulomatosas com ou sem necrose. O trabalho objetivou avaliar
as células envolvidas no infiltrado inflamatorio - macrofagos, linfocitos T e células
dendriticas nas lesGes de Leishmaniose Tegumentar Humana. O estudo foi realizado no
periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2019 em pacientes atendidos no servico de
Dermatologia. As bidpsias recolhidas foram submetidas a PCR para detec¢do da Leishmania
brasiliensis. As amostras positivadas seguiram para 0 ensaio imunohistoquimico (IMQH),
para identificacdo das células envolvidas no infiltrado inflamatorio, utilizando os anticorpos
CD68, TCD4+ e CD123+. Dos 108 pacientes examinados, 34 deles positivaram para
Leishmania braziliensis e em um foi possivel identificar a amastigota, forma infectante; dos
quais 21 pacientes (correspondendo as 22 amostras de tegumento que seguiram para a
IMQH). Das 22 amostras, 15/22 corresponderam a dermatite granulomatosa e 4/22 a fibrose
dérmica cicatricial. Aproximadamente 91% dos casos de dermatite granulomatosa
apresentaram granuloma, destes apenas 9% das Ulceras cronicas ativas apresentaram
granuloma. Quanto ao numero de células, a mais frequente foram os macr6fagos, com
prevaléncia de 62%, seguido por 23% de células TCD4+ e 15% de células dendriticas. Ao
analisar individualmente os tipos de células e o diagndstico histopatoldgico, verificamos que
os resultados demonstraram, por meio do Teste G — Independéncia, que ndo houve associacdo
estatistica significante (p>0,05) entre a presenca de macrofagos, de células dendriticas e de
células T CD4+ e o diagnostico histopatologico, provavelmente devido ao baixo nimero de
pacientes, a falta de informacdo quanto ao tempo de evolucdo da lesdo e as perdas das

amostras parafinadas no estudo.

Palavras-chave: leishmaniose tegumentar; biomarcadores; imunohistoquimica.



ABSTRACT

Cutaneous Leishmaniasis (TL) is a chronic anthropozoonosis that affects cartilage, mucous
membranes and skin. Histopathological changes consist of an inflammatory cell infiltrate
with granulomatous reactions with or without necrosis. The study aimed to evaluate the cells
involved in the inflammatory infiltrate - macrophages, T lymphocytes and dendritic cells in
Human Tegumentary Leishmaniasis lesions. The study was carried out from January 2016 to
December 2019 in patients treated at the Dermatology service. The collected biopsies were
submitted to PCR for detection of Leishmania braziliensis. The positive samples were
submitted to the immunohistochemical assay (IMQH), to identify the cells involved in the
inflammatory infiltrate using the CD68, TCD4+ and CD123+ antibodies. Of the 108 patients
examined, 34 were positive for Leishmania braziliensis and one was able to identify the
amastigote, the infective form; of which 21 patients, corresponding to 22 integument
samples, went to the IMQH. Of the 22 samples, 15/22 corresponded to granulomatous
dermatitis and 4/22 to scarring dermal fibrosis. Approximately 91% of cases of
granulomatous dermatitis had granuloma, of which only 9% of chronic active ulcers had
granuloma. Regarding the number of cells, the most frequent were macrophages, with a
prevalence of 62%, followed by 23% of CD4+ T cells and 15% of dendritic cells. When
individually analyzing the cell types and the histopathological diagnosis, we verified that the
results demonstrated, through the G Test - Independence, that there was no statistically
significant association (p>0.05) between the presence of macrophages, dendritic cells and
CD4+ T cells and the histopathological diagnosis, probably due to the low number of
patients, the lack of information regarding the time of evolution of the lesion and the loss of

paraffin samples in the study.

Keywords: leishmaniasis tegumentary; biomarkers; immunohistochemistry.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura s -

Figura 6 -

Figura 7 —

Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

LISTA DE ILUSTRACOES

DISSERTACAO

Estratificacdo de risco da leishmaniose tegumentar por municipio de
infeccdo. Brasil, 2000 a 2019.Sendo a regido Norte mais afetada (Boletim
epidemiolégico de doencas negligenciadas, 2021).

Estratificacdo de risco da leishmaniose tegumentar por municipio de
infeccao. Brasil, no intervalo de 2017 a 2019 (Sinan / MS ,2021).

Forma promastigota (A) e amastigota no interior de macrofagos (B) de
Leishmania sp.

Flebotomineo, vetor da leishmaniose, conhecido também como mosquito
palha.

Ciclo evolutivo da Leishmania sp. nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados.

- Manifestacéo clinica das lesGes cutaneas. A — Lesdo cuténea localizada
Unica, com bordas elevadas e arredondadas e fundo granulomatoso. B-
Lesdo cutanea mdaltipla, ulcerada, com bordas elevadas, infiltrada, fundo
granuloso. C - Forma cuténea disseminada: Lesfes primarias ulceradas,
com bordas elevadas e fundo granulomatoso. C 1 — Mesmo paciente da
figura C, verifica-se a presenca de lesbes mdultiplas, com algumas
ulceracgdes superficiais. D e E — Lesdes cutanea difusa.

Fluxograma do desenho experimental e populacdo do estudo para
leishmaniose tegumentar

ARTIGO

Fluxograma do desenho experimental e populacdo do estudo para
leishmaniose tegumentar

Identificacdo molecular de Leishmania braziliensis em amostras clinicas
de pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar. Utilizando ITS1-
PCR, visualizada por eletroforese em gel de agarose a 1%, corada com
brometo de etidio.

Regibes biopsiadas dos pacientes positivos para leishmaniose tegumentar
por Leishmania braziliensis

17

18

19

21

23

25

35

43

46

47



Figura 4 - Frequéncia da expressao histopatoldgica de 22 lesGes tegumentares por
Leishmania braziliensis
48
Figura5-  Perfil histopatolégico vs células envolvidas no infiltrado inflamatdrio da
leishmaniose tegumentar
52
Figura6-  A. Dermatite granulomatosa com presenca de parasita intracelular em
paciente com Leishmaniose Tegumentar por Leishmania braziliensis.
Destacando a presenca de Linfocitos T (TCD4"). B. Fibrose dérmica
cicatricial em paciente com Leishmaniose Tegumentar por Leishmania
braziliensis. Destacando a presenca de células dendriticas. C. Dermatite
granulomatosa com presenca de parasita intracelular em paciente com
leishmaniose tegumentar por Leishmania braziliensis. Destacando a
presenca de macrdgafos. C.1. Controle. C2 e C3 células com marcagdo
IMQ por CD 68. 54



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

DISSERTACAO

Principais subgéneros causadores da leishmaniose tegumentar e sua
distribuicdo no territorio nacional (Adaptado MOTA; MIRANDA,
2011)

Anticorpos utilizados para ensaio imunohistoquimico em pacientes
com diagnéstico de leishmaniose

ARTIGO

Caracteristica genotipica e faixa etaria de pacientes com
diagnostico clinico sugestivo para leishmaniose tegumentar.

Diagndstico clinico, relatério anatomopatoldgico e anélise

qualitativa da IMQH dos pacientes com diagnéstico
confirmado para leishmaniose tegumentar, causada por

Leishmania braziliensis

Diagndstico  histopatoldgico vs presenca/auséncia das células
envolvidas no infiltrado inflamatério.

22

39

45

49

53



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BR Brasil

CCs Centro de Ciéncias da Saude

CS Centro de Biociéncias

cPCR PCR Convencional

DNA Acido Desoxirribonuleico

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
ICLT indice Composto de Leishmaniose Tegumentar
IMQH Imuno-histoquimica

ITS1 Espacador Interno Transcrito 1

LCL Leishmaniose Cutanea Localizada

LCD Leishmaniose Cutanea Difusa

LCM Leishmaniose Mucocutanea

LT Leishmaniose Tegumentar

LTA Leishmaniose Tegumentar Americana
OPAS Organizacdo Pan- Americana de Saude
OMS Organizagdo Mundial da Saude

PCR Reacdo em Cadeia de Polimerase

PE Pernambuco

pK Proteinase K

gPCR PCR em Tempo Real

SD — UFPE Servigo de Dermatologia da Universidade Federal de Pernambuco



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.6.1
2.6.2
2.6.3
2.7
2.8

3.1
3.2

4.1

4.2
421
4.2.2
4221

4222
4.2.3

4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUCAO

REFERENCIAL TEORICO
HISTORICO

ASPECTOS BIOLOGICOS GERAIS
SITUACAO EPIDEMIOLOGICA
AGENTE ETIOLOGICO E VETOR
CICLO BIOLOGICO — VETOR E HOSPEDEIRO
RESPOSTA DO HOSPEDEIRO
CARACTERIZACAO DAS LESOES
ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS
ASPECTOS IMUNOLOGICOS
DIAGNOSTICO LABORATORIAL
TRATAMENTO

OBJETIVOS

GERAL

ESPECIFICOS

METODOS

DESENHO EXPERIMENTAL E POPULACAO DE ESTUDO

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

DIAGNOSTICO CLINICO E ANATOMOPATOLOGICO

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Extracdo do dna dos fragmentos de bidpsias parafinizadas

Amplificagdo de DNA de L. Braziliensis pela ITS1 -PCR

ENSAIO IMUNO HISTOQUIMICO — IMQH

ANALISE ESTATISTICA
ASPECTOS ETICOS

ANALISE IMUNOHISTONQUI’MICA DOS MARCADORES
CD123+ E TCD4+ EM LESOES DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE

TEGUMENTAR
CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO - CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA / UFPE

13
15
15
15
16
18
21
23
23
26
28
31
32
34
34
34
35
35
36
36
37
37

38
38

40
40

41

62
63
68



13

1 INTRODUCAO

As leishmanioses séo infec¢des parasitarias cronicas, ndo contagiosas, causadas
por protozoarios do género Leishmania sp., transmitida a partir da picada de
flebotomineos fémeas do género Lutzomyia, naturalmente infectada (OYAMA et
al.,2018; ALMEIDA; SANTOS, 201l).Integra o grupo de infecciosas
negligenciadas,sendo uma das cinco de maior relevancia para saude publica no mundo
tendo em vista sua ocorréncia em paises mais pobres, atingindo as populagdes mais
vulneraveis e com dificil acesso aos servigos de saude (OPAS/OMS, 2019). Tais
infeccdes, podem resultar em amplo espectro de manifestacdes clinicas as quais sdo
definidas a partir da interacdo existente entre a espécie do parasito, caracteristicas do
hospedeiro e a resposta imune do individuo infectado (ALMEIDA; SANTOS, 2011;
FRAGA et al.,2012; VIANA et al., 2013).

Aproximadamente 90% dos casos na América sdo registrados no Brasil, Bolivia
e Peru (BRASIL, 2019). Em 2018 no territério nacional foram notificados 17.950 casos
de LT, aproximadamente 94,42% expressaram a forma clinica cutanea. Em 2019,15.484
novos casos foram confirmados no Brasil, com coeficiente de deteccdo de 7,37 casos a
100 mil habitantes. Os maiores percentuais de casos registrados foram na regido Norte
(Brasil, 2021). No mesmo ano no estado de Pernambuco foram confirmados 329 casos,
sendo que 313 corresponderam a forma clinica cutanea e 16 a forma mucosa. Dos 29
casos confirmados em Recife, 23 corresponderam a forma cutdnea e 6 a mucosa
(BRASIL, 2021).

As alteragdes histopatologicas das lesdes por LT consiste em um infiltrado
inflamatorio de células mononucleares, neutrofilos, eosindfilos, linfocitos e células
plasmaticas & reacdes granulomatosas com ou sem necrose, podendo ser encontrada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa na epiderme (VIANA et al., 2012; VIANA et al.,
2013). Embora o diagnéstico, em alguns casos, possa ser feito apenas com base em
critérios clinico epidemioldgicos, os testes laboratoriais sdo indispensaveis para o
diagnostico diferencial entre LT e demais dermatoses infecciosas (MARTINS et al.,
2014).

O principal mecanismo de defesa contra a leishmaniose é a resposta imune
associada as células T (REIS et al.,2007; ALMEIDA; SANTOS, 2011). Diversos
estudos estédo 16 concentrados na avaliagéo da expressdo intralesional de quimiocinas e

citocinas nas mais diversificadas formas clinicas da Leishmaniose (BOUSSOFFARA et
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al.,2019). Na LT, a resposta imune é complexa, ndo havendo relacao entre a respostacell
T helper 1(Thl) e protecdo contra doenga. Tendo em vista que pacientes com
leishmaniose cutanea e mucosa causadas pela Leishmania braziliensis exibem intensa
resposta celular e ainda assim desenvolvendo a doenga. A producdo exacerbada de IFN-
v ¢ TNF- a estd associada a patogénese da leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa
(ALMEIDA; SANTOS, 2011).

Durante a defesa imune inata, as principais células envolvidas neste mecanismo
sdo os neutrdfilos, mastdcitos, Natural Killer (NK) e mondcitos. E, também, as células
apresentadoras de antigenos (APcs) como células dendriticas e macrofagos,célula
hospedeira de carater priméario para Leishmania (OLIVEIRA et al., 2021; SCOTT E
NOVAIS, 2016).

Deste modo o presente estudo visa avaliar as células envolvidas no infiltrado
inflamatdrio - macrofagos,linfocitos T e células dendriticas nas lesdes de leishmaniose

tegumentar humana.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

Ha relatos e descrigdes da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) desde o
século 1 d.C. Nas Américas, foram identificadas ceramicas pré-colombianas, do Peru e
do Equador, datadas 400 a 900 anos d.C., confeccionadas pelos indios do Peru, que
exibiam mutilacBes de labios e narizes, hoje conhecidos como leishmaniose cutaneo-
mucosa (BASANO; CAMARGO, 2004; MOTA; MIRANDA ,2011).

A primeira referéncia de LTA no Brasil foi relatado no documento da Pastoral
Religiosa Politico-Geogréfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado -Antiguidad
de la Syfilis en el Pert", donde descreve a viagem realizada pelo Frei Dom Hipdlito
Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regides do
vale amazonico (BASANO; CAMARGO, 2004).

Os achados historicos indicam que antes de acometer a populacdo Europeia e
Africana, a LTA ja se manifestava nos povos da América.Supostamente acredita-se que
sua origem se deu na area amazonica ocidental, intermediada por migracdes
humanas,ascendida posteriormente a selva ala, seguida as terras quentes
interandinas,pelos limites territoriais da Bolivia e do Peru com o Brasil (MOTA;
MIRANDA,2011).

2.2 ASPECTOS BIOLOGICOS GERAIS

As leishmanioses sdo infec¢bes parasitarias cronicas, ndo contagiosas, causadas
por protozoarios do género Leishmania sp., transmitida a partir da picada de
flebotomineos fémeas do género Lutzomyia, naturalmente infectada (OYAMA et
al.,2018; ALMEIDA; SANTOS, 2011). Integram ao grupo de doencas infecciosas
negligenciadas, tendo em vista sua ocorréncia em paises mais pobres, atingindo as
populacbes mais vulneraveis e com dificil acesso aos servigos de saide (OPAS/OMS,
2019). Sao consideradas endémicas em grande 18 parte dos tropicos, subtropicos e na
bacia do mediterraneo, acometendo mais de 98 paises (AKHOUNDI et al.,2016).

Tais infecgdes, podem resultar em amplo espectro de manifestac@es clinicas as
quais sdo definidas a partir da interacdo existente entre a espécie do parasito,
caracteristicas do hospedeiro e a resposta imune do individuo infectado (ALMEIDA;
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SANTOS, 2011; VIANA et al., 2013; FRAGA et al.,2012).

Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma antropozoonose gque acomete cartilagens,
mucosas e pele, de evolugdo cronica, de forma localizada ou difusa (REIS et al., 2007,
BASANO; CAMARGO, 2004). Classificada clinicamente como: Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) e Leishmaniose Mucocutanea
(LMC) (TALES; FONSECA; GONGCALVES, 2019; AKHOUNDI et al.,2016). O
periodo de incubacdo da forma cuténea da infeccdo varia de uma a 12 semanas, com
lesbes nas mucosas geralmente aparecendo de um a dois anos ap0s seu inicio
(MARTINS et al., 2014). O envolvimento da mucosa nasal, palato, faringe, laringe e
cordas vocais pode ocorrer em até 5% dos pacientes (ALMEIDA; SANTOS, 2011).

2.3 SITUACAO EPIDEMIOLOGICA

A LTA, classifica-se como doenca infecto parasitéria, sendo uma das cinco de
maior relevancia para a salde publica no mundo. Por se tratar de uma doenca
negligenciada, ocorre em paises pobres, atinge individuos vulneraveis e sem acesso aos
servicos sociais e de salde (ABRAAO et al.,2020). Devido ao elevado indice de
coeficiente de deteccdo e propensdo de ocasionar deformidades (BRASIL,2017),
interfere também no ambito psicoldgico, social e econdmico dos pacientes, visto que na
maioria dos casos é considerada uma doenca ocupacional (BRASIL,2019).

Apresenta distribuicdo global ampla, notificadas em mais de 80 paises,
acometendo principalmente os continentes da Africa, Asia e Américas com registro
anual de 0,7 a 1,3 milhdo de casos novos (BRASIL, 2017; BRASIL, 2019).
Aproximadamente 90% dos casos na América sao registrados no Brasil, Bolivia e Peru.
No Brasil, a LTA é uma das afeccGes dermatolégicas de ampla magnitude, de
notificacdo compulsoria, com casos confirmados de autoctonia em todas as unidades
federativas, em especial na Regifo Norte (BRASIL,2019; ABRAAO et al.,2020).

Entre 2003 e 2018 foram registrados mais de 300.000 casos, com média de
21.158 casos/ ano (BRASIL,2019). Em 2018 no territério nacional foram notificados
17.950 casos de LT, aproximadamente 94,42% expressaram a forma clinica cutanea.
Dos casos notificados no Brasil, 4.415 (24,6%) corresponderam a regido Nordeste
sendo 320 casos correspondentes ao estado de Pernambuco e 26 a capital Recifense
(BRASIL,2019).

A regido Norte foi responsavel pelos maiores coeficientes de detec¢éo durante o
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periodo, seguida da regido Centro-Oeste. O coeficiente médio de deteccdo foi de 11,3
casos por 100.000 habitantes, variando de 5,7 — 17,8 (BRASIL, 2019).

Em 2019,15.484 novos casos foram confirmados no Brasil, com coeficiente de
deteccdo de 7,37 casos a 100 mil habitantes. (BRASIL, 2021) (Figura 1). No mesmo
ano no estado de Pernambuco foram confirmados 329 casos, sendo que 313
corresponderam a forma clinica cutinea e 16 a forma mucosa. Dos 29 casos
confirmados em Recife, 23 corresponderam a forma cutinea e 6 a mucosa
(BRASIL,2021).

Figura 1 - Estratificacdo de risco da Leishmaniose Tegumentar por municipio de
infeccdo. Brasil, 2000 a 2019.Sendo a regido Norte mais afetada (BRASIL, 2021).
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Fonte: Sinan/Ministério da Salde, (2021).

A LT afeta principalmente os adultos jovens de 20 a 49 anos (54,9%), do sexo
masculino (75,2%). Do total de casos notificados em 2019, 5,3% corresponderam a
forma mucosa. 81,8% dos casos foram confirmados por algum tipo de diagnéstico
laboratorial e em 0,9% houve registro de coinfeccdo com HIV. Do total de pacientes
notificados em 2019, 67,1% evoluiram para cura clinica, enquanto 1,9% abandonaram o
tratamento. Foram registrados, ainda, 19 ébitos por LT e 60 Obitos por outras causas
(BRASIL, 2021).

A classificagdo epidemioldgica dos municipios com transmissdo de LT no
Brasil é executada com base na metodologia proposta pela Organizacdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), que propds o indice Composto de Leishmaniose Tegumentar
(ICLT),tal indicador baseia-se no nimero absoluto de casos novos e o coeficiente de
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deteccdo da doenca nos ultimos trés anos,classificando as &reas de transmissdo em cinco

estratos (muito intenso, intenso, alto, médio e baixo) Figura 2.

Figura 2 -Estratificacdo de risco da Leishmaniose Tegumentar por municipio de
infeccdo. Brasil, no intervalo de 2017 a 2019 (Sinan / MS ,2021).
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Fonte: Sinan/Ministério da Saude, (2021).

2.4 AGENTE ETIOLOGICO E VETOR

A Leishmaniaspp. pertence & familia Trypanosomatidae, parasito intracelular
obrigatorio das células do sistema fagocitario mononuclear (BRASIL,2017), a principio
causam infecgdo de carater zoondtico, de forma secundaria acomete o homem e animais
domésticos (BASANO; CAMARGO, 2004). A Leishmania apresenta-se sob duas
formas principais: Promastigota, forma flagelada encontrada comumente no tubo
digestivo do inseto vetor e amastigota, observada nos hospedeiros vertebrados
(BRASIL, 2017; REIS et al., 2007), internamente aos vacuolos lisossomais das células
fagocitarias (ALMEIDA et al., 2003).
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As promastigotas sdo alongadas, com um flagelo livre e longo, emergindo do
corpo do parasito na sua porcao anterior. Exibem diversidades nas dimensdes corpéreas,
cujos diametros podem ser observados entre 10,0 - 40,0 x 1,5 - 3,0 um. O flagelo
sempre apresentard medidas iguais ou superiores ao maior didmetro do corpo. As
formas infectantes dos hospedeiros vertebrados sdo as promastigotas metaciclicas,
possuem os didmetros do corpo nos menores limites apresentados pelos promastigotas e
o flagelo muito longo, equivalente ao dobro do comprimento corporal (NEVES, 2016).

Na forma amastigota ndo ha flagelo livre, ou seja, ndo ha exteriorizacdo para
além do corpo do parasito, ele localiza-se na bolsa flagelar, resultante da invaginacdo da
membrana na regido anterior do corpo. Sua porcdo intracitoplasmatica raramente é
observada. Os limites micrométricos de seus didmetros sdo de aproximadamente 1,5 a
3,0x3,0a6,5um (NEVES, 2016). Tal forma, parasita o sistema linfomonocitario, onde
aloja-se nos fagossomos dos monacitos, histidcitos e macrofagos onde habitam e sofrem
multiplicacdo por meio de divisdo assexuada,até a lise celular,onde disseminam- se
pelas vias hematogénica e linfatica. Desencadeando uma reacdo inflamatoria,
proporcionando a atracdo de outros macréfagos, gerando desta forma um ciclo
infeccioso continuo e duradouro (BASANO; CAMARGO, 2004).

Figura 3 -Forma promastigota (A) e amastigota no interior de macrofagos (B) de
Leishmania sp.

AL

Fonte:http://www.ufrgs.br/parasite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/L eishmania.htm

Atualmente nas Américas, sdo reconhecidas 12 espécies dermotropicas de
Leishmania responsavel pela doenga em humanos e oito espécies descritas apenas

animais. Entretanto, ja foram identificadas sete espécies no Brasil, das quais, seis


http://www.ufrgs.br/parasite/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm
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pertencem ao subgénero Viannia e uma ao Leishmania. As trés principais espécies sdo:
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas nas regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017)(Tabela 1).

Tabela 1 -Principais subgéneros causadores da leishmaniose tegumentar e sua
distribuicédo no territorio nacional.

Subgéneros daLeishmania sp. Distribuicdo Territorial

) ) ) ) ) Distribui-se pelas florestas primérias e secundéarias da
Leishmania (Leishmania) amazonensis Amazonia (Amazonas, Para, Rondénia, Tocantins e
sudoeste do Maranhdo). Sendo encontrada também na
regido do Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e
Sdo Paulo) e Centro-oeste (Goias).

Aparentemente limita-se a regido norte da Bacia
Amazbdnica (Amapa, Roraima, Amazonas e Pard),
ampliando-se pelas Guianas.

Leishmania (Viannia) guyanensi

Leishmania (Viannia) braziliensis Distribuigdo ampla, do sul do Para ao Nordeste,
atingindo o centro-sul do pais e algumas areas da
Amazbdnia Oriental.

Fonte: Adaptado MOTA; MIRANDA, 2011.

A Leishmania (Viannia) braziliensis foi a primeira espécie descrita que é
incriminada como agente etiologico da LT. E a mais importante, n&o s6 no Brasil, mas
em toda a América Latina. Tem ampla distribuicdo, desde a América Central até o norte
da Argentina. Esta espécie esta amplamente distribuida em todo Pais (BRASIL, 2017).

A transmissdo ocorre a partir da picada de flebotomineos fémeas do género
Lutzomyia, naturalmente infectada (OYAMA et al.,2018; ALMEIDA; SANTOS, 2011)
popularmente conhecidos por mosquito palha (Figura 4), tatuquira, birigui, asa branca,
cangalhinha entre outros, a depender da regido geografica (BRASIL,2017;BASANO;
CAMARGO, 2004).
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Figura 4 -Flebotomineo, vetor da leishmaniose, conhecido também como mosquito
palha.

Fonte:https://g1.globo.com/ro/rondonia/natureza/amazonia/noticia/2019/12/06/pesquisadores-de-
rodescobrem-especie-de-mosquito-palha-que-pode-fazer-parte-do-grupo-transmissor-da-
leishmaniose.ghtml

No velho Mundo, geograficamente, os casos de LT restringem-se as areas aridas
e semi-aridas das regides do Norte, Subsaariana Central e Africa Oriental; o Oriente
Proximo e Oriente Médio; e Asia Central e India. Os agentes etioldgicos incluem: L.
tropica, L. maior, e L. aethiopica. No Novo Mundo,ocorre em areas tropicais e
subtropicais do México e da América Central e do Sul, os principais vetores pertencem
aos subgéneros Nyssomyia, Psychodopygus, Lutzomyia e Verrucarum (AKHOUNDI et
al.,2016). No Brasil as espécies envolvidas na transmissdo sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu.
migonei (BRASIL, 2017).

2.5 CICLO BIOLOGICO - Vetor e Hospedeiro

Os ciclos variam de acordo com a regido geografica que incluem diversidade de
espécie do parasito, vetor, reservatorio e hospedeiros (BRASIL,2017).

A infeccdo dos hospedeiros vertebrados da-se pela inoculacdo das formas
promastigotas metaciclicas por intermédio dos flebotomineos fémeas infectados no
decorrer do repasto sanguineo. A internalizacdo da Leishmania se faz através da
endocitose mediada por receptores na superficie do macréfago. Posteriormente, o
promastigota metaciclico € encontrado no interior do vacuolo parasitoforo. A
promastigota transforma- se em amastigota, capaz de desenvolver e multiplicar no meio
acido encontrado no vacutolo digestivo. Mantendo o controle das condi¢cBes ambientais

internas do vacuolo, a amastigota inicia o processo de sucessivas multiplicagdes. Na
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auséncia do controle parasitario pela célula hospedeira, estas se rompem e as
amastigotas sao liberadas, dando inicio a uma reacdo inflamatdria local, com invaséo de
novas células do sistema fagocitico mononuclear, gerando novos ciclos do parasito
(Figura 5). Em seguida, ocorre disseminacdo do parasito pelas vias hematogénica e
linfatica para outros compartimentos como as mucosas e as visceras (BASANO;
CAMARGO, 2004).

Ao ingerir o sangue humano infectado contendo macréfagos parasitados pelas
formas amastigotas, eles sdo direcionados até atingirem trato digestorio anterior ou ao
estbmago,onde se rompem e as amastigotas sdo liberadas.Provavelmente a forma
amastigota sofrem divisdo binaria antes de transforma-se me promastigota,na qual
passam por sucessivas divisdes celulares. Entre o terceiro e quarto dia,ap6s 0 processo
digestivo sanguineo,a membrana peritréfica se rompe e as varidveis formas
promastigotas sdo liberadas. Essa diversidade (prociclica, nectomona, haptomona,
leptomona, metaciclica) esta atrelada aos diversos papéis estabelecidos na infeccao, bem
como a manutencéo.

As promastigotas prociclicas a depender da espécie do parasito infectante podem
seguir caminhos distintos. Quando pertencente ao subgénero Viannia segue para o
intestino posterior (sec¢do peripilario — piloro e ileo),posteriormente ocorre a migragdo
por meio do estdmago em direcdo a faringe do vetor,passando pelo processo de
metaciclogénese,no qual as formas promastigotas atingem o estagio infectivo. As
pertencentes ao subgénero Leishmania multiplicam-se, sejam aderidas a parede
estomacal ou livremente, e posteriormente sucede a migracdo dos flagelados para a
regido anterior do estbmago, transformando-se em promastigotas nectomonas. O tempo
do ciclo é varidvel,7 a 12 dias, a depender principalmente da espécie de Leishmania
envolvida (NEVES,2016).



23

Figura 5 - Ciclo evolutivo da Leishmania sp. nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados.
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Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html

2.6 RESPOSTA DO HOSPEDEIRO

2.6.1 CARACTERIZACAO DAS LESOES

A LTA é expressa em diversas formas clinica,ao qual esta intimamente
relacionada a espécie parasita da Leishmania e o sistema imune do hospedeiro.As lesdes
variam de cutineas auto-limitadas a formas mucocutaneas desfigurantes (MURBACK
et al., 2011). A lesdo ulcerada, tipica da LT, é normalmente indolor e apresenta forma
arredondada ou ovalada, base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme; tem bordas

bastante delimitadas e elevadas com interior avermelhado e granulacbes grosseiras.
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Quando associada a infeccdo pode resultar em dor localizada e exsudato seropurulento
(BRASIL, 2017).

As manifestacOes clinicas das lesbes cutaneas séo classificadas em localizadas,
disseminadas e difusas. Forma cuténea localizada, corresponde a primeira ocorréncia do
tegumento. LesOes geralmente ulceradas com predisposicéo a cura espontanea, podendo
ser Unica ou multipla. pode acompanhar-se de linfadenopatia regional e de linfangite
nodular e costuma apresentar Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva
(BRASIL, 2017).

A lesdo cuténea disseminada é a expressdo incomum, pode ser identificada em
apenas 2% dos casos. Apresenta-se multiplas lesdes papulares, pequenas e acneiformes
gue acometem diversos segmentos corporais. A Leishmania (V.) braziliensis é a
principal causadora desta sindrome. A disseminacdo provavelmente decorre da
disseminacdo do parasito pelas vias linfaticas ou hemaética.Normalmente, acomete
pacientes imunodeprimidos (BRASIL, 2017; MURBACK et al., 2011).

A forma cutanea difusa caracteriza-se por ser a forma mais rara e grave, causada
no Brasil pela L. (L.) amazonensis. Decorre em pacientes com deficiéncia especifica na
resposta imune celular a antigenos de Leishmania e energia. Inicia com leséo Unica que
evolui lentamente por intermédio da disseminacdo linfatica do parasita. As lesdes
apresentam formacdo de placas e multiplas nodulacfes ndo ulceradas o qual recobre
grandes extensfes cutaneas. Tal forma, associa-se a resposta imune deprimida que
culmina no quadro de anergia imunologica (BRASIL, 2017;MURBACH et al., 2011).
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Figura 6 - Manifestacdo clinica das lesdes cutdneas. A — Lesdo cutanea localizada
Unica, com bordas elevadas e arredondadas e fundo granulomatoso. B- Lesdo cutanea
maltipla, ulcerada, com bordas elevadas, infiltrada, fundo granuloso. C - Forma cuténea
disseminada: Lesdes primarias ulceradas, com bordas elevadas e fundo granulomatoso.
C 1 — Mesmo paciente da figura C, verifica-se a presenca de lesbes multiplas, com
algumas ulceraces superficiais. D e E — Lesdes cutanea difusa.

Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana - 2017

O encontro do parasito na forma disseminada é baixo quando comparado com a
forma difusa, forma da qual também se diferencia pela presenca de IDRM positiva e
ulceracdes (BRASIL, 2017).

As lesbes cutaneas, caso nao tratadas, podem progredir a cura espontanea,
habitualmente deixam cicatrizes atréficas, deprimidas com superficie lisa, areas de hipo
ou de hiperpigmentacdo e traves fibrosas. Podendo também passar despercebida pela
pigmentacdo, forma, tamanho e posicdo ou tornar-se hipertroficas. Sendo capaz de
continuar ativas por anos e coincidir com lesdes mucosas posteriormente (BRASIL,
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2017).

A leishmaniose mucosa ou cutdnea mucosa (LM) estd associada com a L.
braziliensis, L. panamensis e menos frequente com a L. amazonensis (LESSA et al.,
2007). Diferentemente dos estudos anteriores, 0 ensaio realizado na regido amazonica
afirma que a L. (V.) guyanensis apresenta indices significativos na forma mucosa
(GUERRA et al., 2011).

Embora a regido nasal seja a mais comumente afetada, outras areas tais quais
l&bios,boca, faringe e laringe também podem ser acometidos (LESSA et al., 2007).
Estas lesdes de LM podem ser identificados a presenca de eritema, infiltracdo, erosdo e
ulceracdo com fundo granuloso.Caso haja infeccdo secundaria as lesdes podem
apresentar-se recobertas por exsudato mucopurulento e crostas. Na mucosa do nasal,
pode haver desde perfuracdo a destruicdo do septo cartilaginoso. Na regido oral, pode
acontecer perfuracao do palato mole (DVDT, SVS/MS 2017).

A LM manifesta-se sob as seguintes formas clinicas: tardia, isolada,
concomitante, contigua e primaria.

A leishmaniose mucosa tardia é a manifestacdo mais frequente. Geralmente esta
associada ao processo de cicatrizacdo da LC. Caracteriza-se por apresentar lesdes
maltiplas de mucosa interna (BRASIL, 2017; MARZOCHI E MARZOCHI,1994); na
isolada ou origem indeterminada, ndo € possivel detectar nenhuma outra evidéncia de
LC prévia, ou seja, ndo ha presenca de cicatrizes ativas de LC. Provavelmente devido a
evolucdo rapida das lesGes, por serem pequenas e ndo apresentarem ulceracGes (DVDT,
SVS/MS 2017; MARZOCHI E MARZOCHI,1994).

Na formaconcomitante, as lesdes mucosas e cutdneas (ativa ou cicatrizada)
ocorrem a distancia, porém de forma simultanea (BRASIL, 2017; MARZOCHI E
MARZOCHI, 1994). A Contigua,caracteriza pela propagacdo direta da lesdo cutanea
(cicatrizada ou ativa), nas proximidades dos orificios naturais, para a mucosa das vias
aerodigestivas (BRASIL, 2017; MARZOCHI E MARZOCHI,1994).A priméria,
geralmente, é uma lesdo Unica. Ocorre ocasionalmente pela picada do vetor na mucosa
ou submucosa de labios e genitais (BRASIL, 2017; MARZOCHI E MARZOCH]I,1994).

2.6.2 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

A histopatologia tipica da LT consiste em dermatite granulomatosa difusa

ulcerada. Outras doencas nao infecciosas podem assemelhar-se clinicamente a LT:
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neoplasias, doengas inflamatorias e doencas vasculares, entretanto apresentam achados
histopatoldgicos distintos, sendo nesses casos, 0 aspecto histopatologico suficiente para
diferencia-lo (BRASIL, 2017).

No entanto, doencas infecciosas como sifilis, hanseniase,tuberculose,
micobacterioses  atipicas, paracoccidioidomicose, histoplasmose, lobomicose,
esporotricose, cromoblastomicose, piodermites, rinoscleroma, granuloma facial de linha
média, sarcoidose, lUpus eritematoso discéide, psoriase, infiltrado linfocitico de Jessner,
vasculites, Ulceras de estase venosa faz-se necessario a realizar diagnostico diferencial
(BRASIL, 2019).

Devido semelhanga ao espectro histopatoldégico da LT,a busca pelo agente
etiologico nos exames histopatologicos, meios de cultura, ensaio imuno-histoquimico,
dentre outros métodos microbioldgicos permite alcancar um diagnostico mais preciso
(BRASIL, 2017). Apesar das leveduras serem ausentes de cinetoplasto, pode ocorrer o
confundimento entre as formas amastigotas de Leishmania e formas em levedura de
Sporothrix sp. e de Histoplasma capsulatum (BRASIL, 2017).

As alteraces histopatoldgicas gerais das lesbes de LT consistem em um
infiltrado inflamatorio de células mononucleares, neutréfilos, eosindfilos, linfdcitos e
células plasmaticas a reacBes granulomatosas com ou sem necrose, podendo ser
encontrada hiperplasia pseudoepiteliomatosa na epiderme (VIANA et al., 2013;VIANA
et al., 2012). Embora o diagnéstico, em alguns casos, possa ser feito apenas com base
em critérios clinico epidemiolégicos, os testes laboratoriais sdo indispensaveis para o
diagnostico diferencial entre LT e demais dermatoses infecciosas e para confirmar o
diagnostico antes da administracdo de medicamentos anti-Leishmania (que tém varios
efeitos colaterais potenciais) (MARTINS et al., 2014). As alteracbes dérmicas ou do
corion da mucosa permitiram identificar cinco padrfes histopatologicos: 1) Reacédo
Exsudativa Celular - REC, constituida por um difuso infiltrado celular
histiolinfoplasmocitario; 2) Reac¢do Exsudativa e Necrotica - REN, caracterizada
principalmente ,pela presenca de areas de necrose no seio do infiltrado inflamatdrio; 3)
Reacdo Exsudativa e Necrotico-Granulomatosa - RENG, que corresponde ao quadro
descrito como inflamacdo cronica granulomatosa associada as areas de necrose; 4)
Reacdo 30 Exsudativa e Granulomatosa - REG, onde se observa uma reagédo
granulomatosa desorganizada, auséncia de necrose tecidual; 5) Reacdo Exsudativa e
Tuberculdide - RET, caracterizada pelo granuloma tuberculdide (MAGALHAES et al,

1986). As manifestacOes clinicas exibem polimorfismo correspondendo desde lesdes
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cuténeas simples, Unicas ou mdaltiplas, ulceradas ou fechadas, até lesdes mucosas
degenerativas ou lesdes cutaneas difusas ndo ulceradas, dependendo das caracteristicas
espeécies-especificas do parasito e do tipo de resposta imune do hospedeiro (GONTIJO;
CARVALHO,2003; MARTINS et al., 2014) e o espectro de gravidade dos sinais e
sintomas variaveis (BRASIL,2017).

Comumente, a infeccdo afeta principalmente a pele. Visto que o parasito invade
este 6rgdo por meio da picada do flebotomineo fémea infectado, desencadeia a resposta
imune inata, seguida da resposta imune mediada por células,onde participam de forma
ativa na sintese do granuloma, limitando a disseminacdo do agente e, dessa forma
realizando o controle da infeccdo (GONZALEZ et al.,2018).

2.6.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A Leishmania apresenta mecanismos imunoldgicos que favorecem sua
persisténcia e multiplicacdo frente ao hospedeiro, tais como: inibi¢do de estimulos dos
linfécitos Thl, promotor de citocinas como interleucina 2 e interferon gama,
responsaveis pela defesa celular; reducdo das atividade celulares citotoxicas naturais
(NK); diminuicdo da expressdo de antigenos do complexo de histocompatibilidade
principal classe Il que dificulta o seu reconhecimento pelas células do sistema imune, e
a inibicdo expressiva do 0xido nitrico sintetase, que propicia a sobrevida intracelular do
parasito (SAMPAIQ et al.,2002).

O principal mecanismo de defesa contra a leishmaniose é a resposta imune
associada as células T (ALMEIDA; SANTOS, 2011; REIS et al., 2007). H& inimeros
estudos concentrados na avaliacdo da expressdo intralesional de quimiocinas e citocinas
nas mais diversificadas formas clinicas da Leishmaniose (BOUSSOFFARA et al.,2019).
Na LT, a resposta imune é complexa, ndo havendo relacdo entre a resposta Thl e
protecdo contra doenca. Tendo em vista que pacientes com leishmaniose cutanea e
mucosa causadas pela Leishmania braziliensis exibem intensa resposta celular e ainda
assim desenvolvendo a doenga. A producédo exacerbada de IFN-y e TNF- o associada a
patogénese das LC e LM (ALMEIDA; SANTOS, 2011).

Apbs a entrada do parasito no hospedeiro, por intermédio da picada do
flebotomineo, o sistema imune inato do tegumento induzira duas vias frente ao combate
do patdgeno: o recrutamento de células inflamatdrias no microambiente e o

reconhecimento dos patdgenos pelos fagocitos por meio da interacdo existente entre 0s
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receptores de reconhecimento de patdgenos e as proteinas associadas ao patdgenos
PPRs e Apcs, respectivamente (CONCEICAO-SILVA et al.,2014;0LIVEIRA et al.,
2021).

No decorrer da defesa imune inata, as principais células envolvidas neste
mecanismo séo os neutréfilos, mastocitos, Natural Killer (NK) e mondcitos. E, também,
as células apresentadoras de antigenos (APCs) como células dendriticas e
macrofagos,célula hospedeira de carater primario para Leishmania (SCOTT E
NOVAIS, 2016; OLIVEIRA et al., 2021).

As células dendriticas (DCs) sdo de suma importancia na resposta imune inata
do tegumento,pois sdo responsaveis por iniciar localmente a resposta imune adaptativa
das células T (SCOTT E NOVAIS, 2016).Estas células agem ativando, fazendo o
reconhecimento, transporte e processamento dos patdgenos (OLIVEIRA et al., 2021).
Em suma, 31 migram para a regido da derme,neste processo migratorio essas células
tém capacidade de sensibilizar os linfécitos T naive.No decorrer do processo de
maturacdo,sdo responsaveis por induzir a expressividade de moléculas do MHC classes
I e Il e de moléculas co-estimulatérias B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), CD40 e
CD83,sendo caracterizada como importante célula na sintese de linfocinas e potente
estimulador da proliferacdo de células T especificas para Leishmania major
(CONCEICAO-SILVA et al.,2014; COSTA et al., 2021).

Inimeros fatores sdo responsaveis pela maturacao das CDs: Padr6es moleculares
associados ao patdgeno (PAMP); O equilibrio entre os sinais das citocinas pré e anti-
inflamatorios no ambiente de infeccdo, tais quais TNF, IL-6, IL-1, IL-10, TGF-B e
prostaglandinas; Sinais derivados de células T.Ha também associacdo com a familia de
receptores -Toll-likel (TLR), presentes nas CDs imaturas, macrofagos e células
endoteliais (COSTA et al., 2021).

Os macréfagos sdo ativados pelo Fator de Necrose Tumoral e Interferon-gama
por intermédio da expressdo da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS). Tal
enzima estimula o aumento da sintese 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio em
macrofagos resultando na destruicdo do parasita.Estudos realizados em camundongos
apontam que a deficientes em iNOS torna o organismo mais suscetivel a infeccéo por L.
major. O IFN-y e outras citocinas inflamatorias como ¢ o caso do TNF, sdo responsaveis
por induzir a ativagdo dos macrofagos infectados culminam na producdo do Oxido
nitrico (NO), as Th2 com suas citocinas relacionadas,tais quais as IL-4, IL-3 e IL-10,

além da sintese de anticorpos, associa-se aos macrofagos alternativos, que acabam
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suportando a sobrevivéncia do parasita no interior dos macréfagos, e uma possivel nao
cura (OLIVEIRA et al., 2021).

Pacientes portadores de LC expressam forte resposta imune Thl, mediadas por
células acompanhadas pela sintese de citocinas inflamatdrias que corroboram no
controle do parasito e na patogénese da doengca. Comprovada por reagdo cutanea de
hipersensibilidade positiva tipo 1V e elevada sintese de IFN-y por Leishmania. No
entanto, tem-se evidéncias que a resposta imune Th2, esta relacionada aos elevados
niveis séricos de IgE e mRNA para IL-4, IL-5 e IL-10 em biopsias ulceradas de
tegumento por Leishmania (SOUSA-ATTA et al.,2002).

De um modo geral, aceita-se que a principal diferenca entre a susceptibilidade e
a resisténcia por meio da infeccdo por Leishmania esté associada aos niveis de expansao
das células T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2) (REIS et al., 2007).A partir de modelos
experimentais com diversas espécies de Leishmania, supde que a resposta imunologica
do Thl esta associada ao controle e a patologia do parasita, evento crucial promovendo
a ativacdo dos macrofagos e consequentemente a destruicdo da infeccdo, evento crucial
para inducdo da resposta imune curativa contra a Leishmania é efetiva ativagdo de
celulas aptas a produzir citocinas que levam a ativagcdo de macrdfagos, via IFN-y,
resultando na morte dos parasitos intracelulares ; enquanto a resposta Th2 esta associada
a suscetibilidade a doenca. Havendo regulacdo negativa induzida na secrecdo de
citocinas Thl interleucina (IL) -12 e interferon (IFN) -y com um aumento simultaneo na
producdo de citocinas Th2 interleucina (IL) -4, IL 5 e IL-10, sugerindo desequilibrio
generalizado na funcdo linfocitaria (GONTIJO;CARVALHO, 2003; ALMEIDA,
SANTOS,2011; VIANA et al., 2013).

Nas lesdes de LTA causadas por L. braziliensis ou L. mexicana, foi sugerida
uma funcéo efetora pelas citocinas e/ou mediadores citotdxicos sintetizados por células
CD4 ou CD8. Embora a envoltura ativa das células T CD8 na resposta imune a
infeccbes cutaneas em humano, seu papel ainda é controverso. Enriquecimento de
células T CD8 reativas a Leishmania em lesdes antigas implica em papel importante no
processo de cicatrizacdo(BOUSSOFFARA et al.,2019).

A resposta imunoldgica dentre outros fatores,tambeém pode variar de acordo com
a predisposicdo genética e o estado de imunossupressdo do hospedeiro.Na literatura ja
tem sido relatada a ocorréncia de LTA em pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Observa-se na infeccdo pelo HIV, que hd uma

desregulacdo do sistema imune, com alteracdo da resposta celular Thl para a humoral
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tipo Th2,proporcionando cenario bastante favordvel para a replicacdo e propagagédo de

organismos intracelulares, como € o caso da Leishmania (SAMPAIO et al.,2002).

2.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A utilizacdo de métodos laboratorial objetiva ndo somente a confirmacao dos
achados clinicos, mas fornece importantes dados epidemiolégicas, como a identificacdo
da espécie de Leishmania circulante, por exemplo, para orientar quanto as medidas a
serem adotadas para o controle do agravo (BRASIL, 2017).

O diagnoéstico precoce e preciso € necessario para a determinacdo de um
tratamento eficaz,pois impede a progresséo de uma doenca cronica, que a
depender,pode culminar em lesdes desfigurantes ao individuo.Normalmente, a diagnose
de LCM e LC baseia-se na andlise microscopica ou cultura de parasitas a partir de
biopsias ou aspirados de lesBes suspeitas de LT;sendo a cultura parasitaria método de
diagnéstico muito demorado e trabalhoso.Em regides endémicas a LC é comumente
diagnosticada por meio das avaliacBes epidemioldgicas e clinica (MEIDE et al., 2005).

Um diagnostico laboratorial definitivo s6 é possivel quando a espécie do
parasita € identificada por meio de exame de ldmina tecidual, cultura em meio
especifico e inoculacdo de hamster, além de exames histopatoldgicos e analise de reacdo
em cadeia da polimerase (PCR). Métodos imunoldgicos indiretos, como a reacao
intradérmica de Montenegro e a sorologia indireta por imunofluorescéncia, também
podem ajudar na confirmacdo diagnostica (ALMEIDA; SANTOS,2011; MARTINS et
al., 2014).

A sensibilidade dos meios utilizados pode sofrer variagbes conforme a
qualidade dos equipamentos e insumos utilizados, forma clinica, tempo evolutivo das
lesBes e espécie envolvida (BRASIL, 2017).

Dentre os métodos imunoldgicos destacam-se ensaio imunoenzimatico (ELISA);
a Sorologia por imunofluorescéncia (IFI) o qual apresenta sensibilidade
aproximadamente de 70% em lesdes ulceradas por L. (V.) braziliensis no primeiro ano
da manifestacdo clinica da doenca e o Teste intradérmico (Intradermorreacdo de
Montenegro ou da Leishmania) que consiste em reacdo de hipersensibilidade celular
tardia. Técnica utilizada na deteccdo da doenca ativa, diagndstico retrospectivo e
inquéritos epidemioldgicos, devido a eficacia dos resultados obtidos. Sendo considerado

de suma importancia no ambito clinico e na pesquisa .Embora amplamente aceito pelos
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profissionais ,as diferencas existentes na preparacdo comercial, podem prejudicar a
deteccdo das diferentes formas de leishmaniose e sua antigenicidade ( JOSE et al.,
2001) Os exames parasitologicos- Demonstracdo direta do parasito; Isolamento em
cultivo in vitro (meios de cultivo) e Isolamento in vivo (inoculagdes animais); visa a
identificacdo da forma amastigota em esfregaco da lesdo ou imprint de fragmentos de
tecido do paciente (BRASIL,2019). O método molecular mais utilizado ¢ a Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), apresenta alta sensibilidade e especificidade, faz uso de
distintos alvos moleculares, uns de géneros-especificos e outras espécies especificas.
Baseia-se na amplificacdo do DNA parasitario. Possibilita a deteccdo de DNA do

parasito mesmo quando existe baixa carga parasitaria (BRASIL, 2017).

2. 8 TRATAMENTO

Os antimoniais pentavalentes (Sb") sdo farmacos de primeira escolha para todas
as formas de leishmaniose. Apresenta atividade antiparasitaria,por meio da inibicdo da
atividade da topoisomerase. As topoisomerasespertencem ao grupo de enzimas que séo
responsaveis por controlar a homeostase topoldgica do DNA no decorrer dos processos
de replicacdo, transcricdo e condensacdo da cromatina. Na Leishmania, a enzima
encontra-se no ndcleo e na mitocondria. Ha diferencas bem esclarecidas na estrutura e
expressdo destas enzimas no parasito e hospedeiro, demonstrando elevado potencial
terapéutico dos inibidores topoisomerase como droga com atividade leishmanicida. A
inibicdo da adenosina trifosfato (ATP) e da guanosina trifosfato (GTP) através da
inibicdo do ciclo do &cido citrico e da glicdlise ja foi proposta como mecanismo de acao
(SANTIAGO et al, 2021).

O ShY, pr6 farmaco, ao qual converte-se na forma ativa trivalente (Sb"") sob
condicGes de pH béasio nos fagocitos do hospedeiro.Tal mecanismo de acdo , gera
toxicidade tanto contra o parasita quanto ao hospedeiro (SANTIAGO et al 2021) ,tais
medicamentos sdo portanto administrada via intramuscular (IM) ou intravenosa (1V).

Atualmente, h& dois complexos de antimoniais pentavalentes disponiveis
comercialmente: o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de
sodio (Pentostan®,sendo este ultimo n&o comercializado nacionalmente (BRASIL,
2017; SANTIAGO et al, 2021). No Brasil, 0 medicamento de primeira escolha é o

Glucantime ®.
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A OMS recomenda que a dose seja calculada em miligramas de antimonio
pentavalente (Sb+5) por quilograma de peso corporal por dia (mg Sh+5/kg/dia). O
antimonial pentavalente pode ser utilizado no tratamento de todas as formas clinicas da
LT (BRASIL, 2017). O uso dos antimoniais pode resultar em dores abdominais, vomito,
diarréia, ndusea, cefaleia, fadiga, febre, tosse, erupcéo cutdnea, pancreatite, pneumonia,
insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade (SANTIAGO et al, 2021).

Em 2016 incorporou-se em associa¢do ao antimoniato de meglumina, droga de
primeira escolha, & pentoxifilina em pacientes maiores de 12 anos, visando reduzir a
taxa de toxicidade (BRASIL, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
e Avaliar as células envolvidas no infiltrado inflamatério -
macrofagos,linfocitos T e células dendriticas nas lesdes de leishmaniose
tegumentar humana.

3.2 Especificos

e Caracterizacdo dos pacientes com lesGes suspeitas de leishmaniose

tegumentar;

e Descrever as alteracoes histopatoldgicas causadas por Leishmania braziliensis;

e Identificar por métodos moleculares, PCR e eletroforese, a espécie Leishmania

braziliensis presentes nas lesoes;

e Semi quantificar as células marcadas no sitio inflamatério com anticorpos
monoclonais CD68, TCD4" e CD123" para marcacio de macréfagos, células T

CD4" e dendriticas, respectivamente;



4 METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL E POPULACAO DE ESTUDO

Figura 7 — Fluxograma do desenho experimental e populacdo do estudo para
leishmaniose tegumentar

Coleta de dados dos pacientes atendidos no SD- UFPE com
suspeita clinica para Leishmaniose Tegumentar.

N° amostral 108 pacientes
Dos108, 3 foram excluidos por ndo apresentar amostra de tegumento parafinada
disponivel.

U

Reac¢3o em Cadeia da Polimerase — PCR ,para detecgdo da
Leishmania braziliensis
N° amostral 105 pacientes

'

PCR — Negativo PCR - Positivo
N° 71 pacientes N° 34 pacientes

¥

Pesquisa daforma
amastigota na histopatologia

N° 1 paciente

Pacientes com caso clinico confirmado
paraLeishmaniose Tegumentar
; N° 35 pacientes

J

Ensaio IMHQ
N° 21 pacientes
(correspondente a22 amost@as tegumentares )

A redigdo do r® amostraldzuse a
partir dos critérios de  excluso
estabelecidos o presente estudo.

“ > Anilise Estatistica

Fonte: autora (2021).
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Trata-se de um estudo de retrospectivo e prospectivo, transversal do tipo
observacional, envolvendo biopsias de pele de pacientes atendidos no Servigo de
Dermatologia da Universidade Federal de Pernambuco (SD — UFPE), com suspeita
clinica de leishmaniose tegumentar, a base de dados foi referente ao periodo de janeiro
de 2016 a dezembro de 20109.

Foram analisados os perfis clinicos e laboratoriais através dos prontuérios e
relatérios anatomopatoldgicos dos pacientes que tiveram as bidpsias de fragmento de
tegumento coletadas no SD - UFPE, com quadro sugestivo de LT (Figura 7).

As amostras de biopsia de pele parafinadas previamente coletadas no servico de
Dermatologia de pacientes com suspeitas de LT foram investigadas por método
molecular e histopatolégicos e em seguida submetidas a realizacdo de ensaio
imunohistoquimico para investigacdo do sitio inflamatdrio com anticorpos monoclonais
CD68, TCD4+ e CD123+ para marcacdo de macrofagos, células T CD4+ e dendriticas.

Os pacientes que ndo apresentaram diagndstico clinico e/ou anatomopatoldgico
favoravel a LT; A inexisténcia / insuficiéncia de amostras teciduais em blocos de
parafina no SD - UFPE; Negatividade para o DNA de Leishmania no ensaio molecular
por meio da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR); Presenca da forma amastigota
foram excluidos do presente estudo.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 DIAGNOSTICO CLINICO E ANATOMOPATOLOGICO

O diagnéstico clinico deu-se a partir da analise macroscépica das biopsias
cirtrgicas de tegumento, fixadas em formol a 10%, descrita nos prontuérios dos
pacientes que apresentam lesGes caracteristicas de infeccdo por LT. As manifestacdes
clinicas exibem grande polimorfismo, o qual depende das caracteristicas especificas do
parasito e do tipo de resposta imune do hospedeiro (GONTIJO; CARVALHO,2003;
MARTINS et al., 2014).

Tipicamente as lesbes de LT foram caracterizadas por serem normalmente
indolores, de aspecto arredondado ou ovalado, base eritematosa, infiltrada e de
consisténcia firme; bordas bastante delimitadas e elevadas com interior avermelhado e
granulacGes grosseiras. Podendo ou ndo ser recobertas por exsudato sero purulento,

neste Ultimo caso, quando esta presente, é acarretado da associa¢do de infeccéo
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bacteriana, podendo resultar em dor localizada (ALMEIDA; SANTOS, 2011,
DVDT,SVS/MS 2017).

Ap0s analise macroscépica relatada na ficha de acompanhamento dos pacientes,
as amostras foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Em seguida,
realizou-se o corte do material em secgOes de 3-5 um de espessura. Na coloragéo dos
cortes empregaram a técnica de hematoxilina-eosina (H.E), na tentativa de se buscar
formas amastigotas de Leishmania do interior de macréfagos através de microscopia
Optica sob imersdo (1000x). As etapas descritas, foram utilizadas pelos profissionais
responsaveis na preparacdo das amostras suspeitas para leishmaniose tegumentar.
Posteriormente as amostras foram analisadas pelos dermatologistas e patologistas
atuantes no SD - UFPE, apos analise os achados encontrados foram descritos nos

prontudrios dos pacientes.

4.2.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

4.2.2.1 Extracdo do dna dos fragmentos de bidpsias parafinizadas

O DNA gendmico foi extraido de embebido em parafina conforme descrito
(ROCHA et al., 2018) e as recomendacdes do protocolo do fabricante (ReliaPrepTM
Total Nucleic Acid Purification Kit, Promega®, Madison, EUA). A desparafinizacao
das amostras de bidpsia tegumentar foi realizada através do aquecimento dos cortes em
laminas sobrepostas em agitador magnético com aquecimento para o derretimento da
parafina. Em seguida, foi adicionado 200uL de tampao de lise (Cell Lysis Buffer) e
20uL proteinase K (pK),agitado brevemente em um vortex por dez segundos,e em
seguida submetidos a temperatura de 56°C por um periodo de 12h. Apds o tempo de
incubacdo, o material foi extraido de acordo com o kit. Foi adicionado o tampéo de
ligagdo (Binding), em seguida as amostras foram transferidas para as colunas e
submetidas a uma centrifugacdo de 14.000 rpm por 1 minuto. Depois foi adicionado a
solucdo de lavagem (Colunn wash solution). O DNA foi eluido com a &gua livre de
nucleases.0 DNA extraido foi quantificado pelo Thermo Nanodrop 2000c
spectrophotometer. A concentragdo final de DNA foi ajustada a 20 ng, para
amplificagéo pela técnica de PCR.
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4.2.2.2 Amplificacdo de DNA de L. braziliensis pela ITS1 -PCR

A PCR ITSI1 foi preparada contendo 12,5 uL 2X TopTaq Master Mix (Qiagen,
Hilden, Alemanha) de acordo com as instrucdes do fabricante, usando LITSR 5'-
CTGGATCATTTCCGATG-3 'e L5.8S 5'- Iniciadores
TGATACCACTTATCGCCACTT-3 ', amplificando uma porcdo da regido nao
codificadora do espacador transcrito interno 1 (ITS1) encontrada no rRNA SSU
delimitado pelos genes 5.8S e 18S de variando de 300 a 350 pb, para um volume total
de 25 pL. O protocolo da ciclagem utilizado foi: Desnaturagdo inicial de 95°C a 3 min.
Seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo 95°C a 40s, anelamento 53°C a 45s, extenséo
72°C a 1 min e uma extenséo final de 72°C a 6 min (Schonian et al., 2003).

Foi utilizado como controle positivo o DNA de L.braziliensis
MHOM/BZ/75/M2903 em meio Schneider. Estes foram obtidos no Laboratério de
Parasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM-
FIOCRUZ). Como controle negativo foi adicionado os reagentes e dgua sem adicdo de
material genético. Os produtos amplificados foram analisados pela técnica de
eletroforese em gel de agarose a 1%, em tampdo TBE (TRIS/BORATO/EDTA) coradas
com brometo de etidio para verificar a integridade e qualidade da amostra, visualizadas
no transluminador L-PIX TOUCH.

4.2.3 Ensaio imuno histoquimico — IMQH

Para realizacdo do ensaio, os blocos parafinados de tegumento foram cortados a
3um de espessura, dispostos em ldminas vidro previamente limpas e sinalizadas.
Inicialmente, foram executadas reacBes de padronizacdo a fim de determinar as
diluicbes, métodos de recuperacdo antigénica e tempo de incubacdo de cada anticorpo
monoclonal proposto: CD68, TCD4+ e CD123+ para as seguintes populagdes celulares:
macrofagos (subclasses M1 e M2), células T e dendriticas, respectivamente (Tabela 2).
Como controle positivo utilizou-se a pele com lesdo ativa de hanseniase e controle

negativo: Pele normal.
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados para ensaio imunohistoquimico em pacientes com
diagndstico de leishmaniose

Anticorpos Clone Espécie Alvo Fendtipo Celular Fabricante
TCD4" 4B 12 Human T lymphocyte Bio Rad
CD68 Monoclon Hu, Rat, Rb,

al GTX - Goat, Bov, Cat, Macrophage +
39774 Dog, Gpig, Bb, Monocyte GeneTex
CIMK,Hrs, antibody
Mink, RMK
Avian,Armenian
CD123* Cl1A/711 Hamster,Baboon,B Mature Novus
onive,Canine,Prima Langerhans biotechnne
te,Human, Mouse e Cells Marker brand
etc

Fonte: autora (2021).

As laminas contendo o material bioldgico de estudo foram submetidas as
desparafinizacdes com Xilol I e Il por dez minutos cada. Seguido da hidratacdo com
alcool decrescente absoluto até 70%, cinco minutos cada. Para recuperacao antigénica
utilizou-se tampao citrato a 10 uM, pH 6, trés ciclos de 3 minutos cada em microondas
com poténcia baixa. Seguida de trés lavagens de 5 minutos em PBS 0,05 M +0,2%
TWEEN 20. O consumo de peroxidase enddgena foi realizado por meio da incubacao
com H,0, 5% em metanol por 45 minutos. Bloqueio de sitios inespecificos foi
executado por meio do Serum Blocking Soluction do kit Histostain® - SP, Broad
Spectrum (HRP); incubado durante 30l em camara umida. Os anticorpos monoclonais
foram diluidos em 1:100 em solucdo tamponada de PBS, BSA 1% em camara Umida
por 14 — 16 horas (overnight) a 4°C. Em seguida, as foram incubadas com anticorpo
secundario (Kit Histostain® - SP, Broad Spectrum - HRP, Invitrogen) por 45 minutos,
seguido do HRP — Streptavidin por 30 minutos, como cromogeno utilizou-se o DAB
para revelacdo e contracoloracdo com hematoxilina DE Harris.

Para andlise descritiva da expressdo dos marcadores monoclonais,nas regifes
intranuclear e intracitoplasmatica utilizou-se o critério de cruzes, onde € levado em

conta a intensidade da coloragdo e o numero de células coradas. A intensidade da
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coloragéo classifica-se em: leve, moderada e acentuada. Em relagdo a quantidade de
células coradas,quando ndo hé& coloracdo,consideram-se negativo(-); quando coradas,
sdo positivas,sendo sinalizadas por uma cruz (+) leve; duas cruzes (++) moderada e trés

cruzes (+++) acentuada.

4.3ANALISE ESTATISTICA

Para proceder a analise, os dados foram compilados em uma planilha Microsoft
Excel contendo os dados obtidos a partir da analise dos prontuarios, Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) e Ensaio Imunohistoquimico das amostras bioldgicas de
tegumento. Foram utilizados os seguintes testes: O teste de Qui—quadrado (x?) para
avaliar a associacdo entre as variaveis dependentes e independentes, teste Exato de
Fisher, Binominal e o teste G. Medidas descritivas e graficos foram obtidos para

auxiliar a compreensao do comportamento das variaveis em estudo.

4.4 ASPECTOS ETICOS

O referido estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo
Seres Humanos, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP / CCS/ UFPE): CAAE n°; 51426415.0.0000.5208.



41

S5ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DOS MARCADORES CD68, CD123+ E
TCD4+ EM LESOES DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Introducéo

Leishmanioses sdo infeccBes parasitarias crénicas, ndo contagiosas, causadaspor
protozoarios do género Leishmania sp., transmitida a partir da picada de flebotomineos
fémeas do género Lutzomyia, naturalmente infectada (OYAMA et al.,2018; ALMEIDA,;
SANTOS, 2011).Integra o grupo de infecciosas negligenciadas,sendo uma das cinco de
maior relevancia para satde publica no mundo tendo em vista sua ocorréncia em paises
mais pobres, atingindo as popula¢fes mais vulneraveis e com dificil acesso aos servigos
de satude (OPAS/OMS, 2019). Tais infeccbes, podem resultar em amplo espectro de
manifestacdes clinicas as quais sdo definidas a partir da interacdo existente entre a
espécie do parasito, caracteristicas do hospedeiro e a resposta imune do individuo
infectado (ALMEIDA; SANTOS, 2011;VIANA et al., 2013; FRAGA et al.,2012).

Aproximadamente 90% dos casos ha Ameérica sdo registrados no Brasil, Bolivia e
Peru (Ministério de Saude, 2019).Em 2019,15.484 novos casos foram confirmados no
Brasil, com coeficiente de detec¢do de 7,37 casos a 100 mil habitantes. No estado
Pernambuco foramconfirmados 329 casos, sendo que 313 corresponderam a forma
clinica cutanea e 16 a forma mucosa. Dos 29 casos confirmados em Recife, 23
corresponderam a forma cuténea e 6 a mucosa (BRASIL, 2021).

As alteracBes histopatoldgicas das lesbes por LT consiste em um infiltrado
inflamatorio de células mononucleares, neutrdfilos, eosinofilos, linfocitos e células
plasmaticas & reacdes granulomatosas com ou sem necrose, podendo ser encontrada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa na epiderme (VIANA et al., 2013;VIANA et
al.,2012). Embora o diagnostico, em alguns casos, possa ser feito apenas com base em
critérios clinico-epidemiologicos, os testes laboratoriais sdo indispensaveis para o
diagnostico diferencial entre LT e demais dermatoses infecciosas (MARTINS et
al.,2014).

Durante a defesa imune inata, as principais celulas envolvidas neste mecanismo
sdo os neutrofilos, mastocitos, Natural Killer (NK) e mondcitos. E também, as células
apresentadoras de antigenos (APcs) como células dendriticas e macrofagos,célula
hospedeira de carater priméario para Leishmania (OLIVEIRA et al.,2021; SCOTT E
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NOVAIS, 2016).
Deste modo,o presente estudo visa avaliar as células envolvidas no infiltrado
inflamatorio - macrofagos, linfécitos T e células dendriticas nas lesdes de leishmaniose

tegumentar humana.

Métodos

Trata-se de um estudo de retrospectivo e prospectivo, transversal do tipo
observacional, envolvendo biopsias de pele de pacientes atendidos no Servigo de
Dermatologia da Universidade Federal de Pernambuco (SD — UFPE), com suspeita
clinica de Leishmaniose Tegumentar, a base de dados foi referente ao periodo de janeiro
de 2016 a dezembro de 2019.

Foram analisados os perfis clinicos e laboratoriais através dos prontuarios e
relatorios anatomopatoldgicos dos pacientes que tiveram as bidpsias de fragmento de
tegumento coletadas no SD - UFPE, com quadro sugestivo de LT.

As amostras de biopsia de pele parafinadas previamente coletadas no servico de
Dermatologia de pacientes com suspeitas de LT foram investigadas por método
molecular e histopatolégicos e em seguida submetidas a realizacdo de ensaio
imunohistoquimico para investigacdo do sitio inflamatorio com anticorpos monoclonais
CD68, TCD4+ e CD123+ para marcacao de macrofagos, células T CD4+ e dendriticas
visualizadas no fluxograma (Figura 1).

Os pacientes que ndo apresentaram diagndstico clinico e/ou anatomopatoldgico
favoravel a LT; A inexisténcia / insuficiéncia de amostras teciduais em blocos de
parafina no SD - UFPE; Negatividade para o DNA de Leishmania no ensaio molecular
por meio da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR); Presenca da forma amastigota
foram excluidos do presente estudo.



Figura 1 — Fluxograma do desenho experimental e populacdo do estudo para
leishmaniose tegumentar

Coleta de dados dos pacientes atendidos no SD- UFPE com
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Andlise Estatistica

Para proceder a andlise, os dados foram compilados em uma planilha Microsoft
Excel contendo os dados obtidos a partir da analise dos prontuarios, PCR e ensaio
imunohistoquimico das amostras bioldgicas de tegumento.Foram utilizados os seguintes
testes: O teste de Qui—quadrado (x?) para avaliar a associacdo entre as variaveis
dependentes e independentes, O Exato de Fisher, Binominal e o Teste G. Medidas
descritivas e gréaficos foram obtidos para auxiliar a compreensdo do comportamento das

variaveis em estudo.

Aspectos Eticos

O referido estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo
Seres Humanos, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP / CCS/ UFPE): CAAE: 51426415.0.0000.5208.

Resultados

Caracterizacao dos Pacientes

O perfil clinico e dados laboratoriais dos pacientes foram coletados e analisados
dos prontuarios médicos, contendo identificacdo dos pacientes, diagndstico clinico e
histopatoldgico. Assim como, a aquisicao dos blocos de tegumento parafinados de um
total de 108 pacientes atendidos fora recrutada no servico de dermatologia da UFPE.

Foram resgatados 108 pacientes com diagnéstico sugestivo de leishmaniose
tegumentar. Os dados epidemioldgicos dos pacientes, foram categorizados por faixa
etaria, sexo e regido biopsiada. A faixa etaria dos pacientes do estudo variou de 5 a 90
anos. A faixa etaria mais frequente dos pacientes com diagndstico sugestivo para LT
variou entre 19e59 equivale a 60,19%. A maioria dos pacientes foram o sexo masculino
50,92% (55) (Tabela 1).

O diagnéstico clinico deu-se a partir da analise macroscépica das biopsias
cirrgicas de tegumento, fixadas em formol a 10%, descrita nos prontuarios dos
pacientes que apresentam lesdes caracteristicas de infeccao por LT.

A anéalise macroscopica dos fragmentos de tegumento coletado mostrou uma

ampla variagdo morfoldgica correspondendo a les@es circulares, fusiformes, cilindrica e
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irregulares, com diametro e profundidade variaveis. O diagndstico clinico destes
pacientes, demonstraram amplo aspecto, visto que as caracteristicas apresentadas nas
lesbes foram comumente verificadas em cromomicose, tuberculose verrucosa,

esporotricose, dentre outras doengas dermotrdpicas.

Tabela 1 - Caracteristica genotipica e faixa etaria de pacientes com
diagnostico clinico sugestivo para leishmaniose tegumentar.

CARACTERISTICAS n° FREQUENCIA
0 - 10 anos 3 (2,8 %)
IDADE
11 -18 anos 8 (7,4%)
19 — 59 anos 65 (60,19%)
> 60 21 (19,3%)
N&o Informada 11 (10,19%)
SEXO Feminino 52 (48,15%)
55 (50,92%)
Masculino
Nao Informado 01(0,9%)

Fonte: autora (2021).

Biologia molecular

Do total de 108 pacientes com diagnostico sugestivo de LT, trés pacientes foram
excluidos do estudo por ndo apresentar biopsia parafinada e/ou apresentar quantidade
insuficiente para a realizacdo do ensaio de biologia molecular para identificacdo das
espécies de Leishmania através da PCR. Foram elegiveis no diagnostico clinico e/ou
anatomopatoldgico, assim como para o0 ensaio molecular105 amostras de biopsias.Dos
105 pacientes com diagnostico sugestivo de LT, 33,33% (35/105) tiveram diagnostico
clinico confirmado para leishmaniose tegumentar, detectando a forma amastigota.Destes
34/105 positivaram para a Leishmania braziliensis (Figura 2). E em um foi possivel

identificar a amastigota, forma infectante pelo método histopatoldgico.
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Figura 2 - ldentificacdo molecular de Leishmania braziliensis em amostras clinicas de
pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar. Utilizando ITS1-PCR, visualizada
por eletroforese em gel de agarose a 1%, corada com brometo de etidio.

PM: peso molecular; * Pacientes, CP: controle positivo,
CN: controle negativo.

Fonte: autora (2021).

Os achados histopatoldgicos presentes nos pacientes positivados demonstram a
presenca de plasmacitos, fibrose cicatricial e areas necrosantes, com fragmentos em

suma maioria pardacentos.

Analise macroscopica ediagndstico histopatologico

A anélise macroscopica dos fragmentos de tegumento coletado mostrou uma
ampla variacdo morfoldgica correspondendo a lesdes circulares, fusiformes, cilindrica e
irregular, com didmetro e profundidade variaveis. O diagnostico clinico destes pacientes
demonstrou amplo aspecto, visto que as caracteristicas apresentadas nas lesdes sao
comumente verificadas em cromomicose, tuberculose verrucosa, esporotricose, dentre
outras doencas dermotropicas.

Foi analisada a regido mais acometida por lesdes dos 35 pacientes com
diagnéstico clinico para a leishmaniose tegumentar. Estes apresentaram lesGes cutaneo
e/ou mucoso em distintas regiGes do organismo - cabeca, torax, membros superiores e
inferiores (Figura 3). Pode - se verificar que a regido com maior concentragdo de lesdes
correspondeu aos membros inferiores com 40% (14/35) e a que obteve menor indice de
lesbes foi a regido toréacica, correspondendo a 8% (3/35).
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Figura 3 - Regibes biopsiadas dos pacientes positivos para leishmaniose tegumentar por
Leishmania braziliensis

0% M Face/ Cabeca

(14) W Torax

Membros Superiores

Membros inferiores

(10)
29%

Fonte: autora (2021).

Das 35 amostras, 22 amostras foram analisadas pelo ensaio imunohistoquimico,
15/22 apresentaram dermatite granulomatosa; 4/22 apresentaram fibrose dérmica
cicatricial; e 3/22 apresentaram Ulcera cronica ativa.

Os achados histopatol6gicos presentes nos pacientes confirmados a infecgéo por
LT demonstrou a presenca de plasmacitos, fibrose cicatricial e areas necrosantes, com
fragmentos em suma maioria pardacentos.

Dos 35 pacientes confirmados para a leishmaniose tegumentar pela técnica da
PCR e/ou presenca da forma amastigota, apenas 21 pacientes seguiram para 0 ensaio
IMHQ. A reducdo deste nUmero amostral,deu-se a partir de amostras de tegumentos
insuficientes,o qual ndo permitiu a execucao desta etapa.

Dos 21 pacientes que seguiram para o ensaio IMQH, 1/21foi obtido duas
amostras tegumentares analisadas, sendo uma da regido abdominal e outra do membro
superior. Totalizando desta forma 22 amostras submetidas a analise IMQH de 21
pacientes.

O material obtido foi investigado e pbdde-se agrupar o diagndstico
histopatologico em: dermatite granulomatosa; fibrose dérmica cicatricial; e ulcera

cronica ativa (Figura 4).
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Figura 4 - Frequéncia da expressdo histopatoldgica de 22 lesGes tegumentares por
Leishmania braziliensis

B Dermatite
granulomatosa (DG)

M Fibrose dérmica
cicatricial (FDC)

w Ulcera cronica ativa
(UCA)

Fonte: autora (2021).

Anélise do Ensaio Imunohistoquimico - IMQH

Dos 35 pacientes confirmados para LT, apenas 21 seguiram para a analise
imuno-histoquimica, correspondendo a 22 amostras de tegumento.Os demais pacientes
ndo tinham e/ou apresentaram material insuficiente para as analises.

Os dados provenientes IMQH foram compilados com base na expressdao dos
marcadores monoclonais TCD4", CD68 e CD123" para as seguintes populacdes
celulares: macrdéfagos (subclasses M1 e M2), células T e dendriticas,

respectivamente;nas regides intranuclear e intracitoplasmaética (Tabela 2).



Tabela 2 - Diagnostico clinico, relatério anatomopatoldgico e anélise qualitativa da IMQH dos pacientes com diagnéstico
confirmado para leishmaniose tegumentar, causada por Leishmania braziliensis

IDENTIFICAGAO DIAGNOSTICO RELATORIO CELULAS ENVOLVIDAS NO INFILTRADO
CLINICO ANATOMOPATOLOGICO INFLAMATORIO
Macrdéfagos Células TCD4+
Dendriticas
SD - 728 Esporotricose, Ulcera cronica ativa ++ - -

Leishmaniose

Esporotricose, Dermatite granulomatosa necrosante
SD - 906 Leishmaniose - - -
SD -33 Esporotricose, Dermatite granulomatosa ++ +

Leishmaniose

Mh.cromomicose

, Tuberculoseverru Dermatite granulomatosa e fibrose ++ + -
SD -197 cosa,Leishmanios cicatricial

e

Esporotricose, Dermatite  granulomatosa  com
SD - 277 Leishmaniose necrose 4+ _ _
SD -836 Leishmaniose Fibrose dérmica cicatricial

Cuténea + - -



SD-970/971

SD -25234

SD - 25403

SD -25422

SD -25516

SD -25528

SD -25558

SD -25665

Metastase
cutanea,
Linfoma,Sarcadio
se, MH

Cronomicose,
Leishmaniose,
Tuberculose
verrucosa
Leishmaniose,
Pioderma
Gangrenosa

Leishmaniose,
Dermatite
Artefato,
Actinomicose

Vasculite

Leishmaniose,
Esporotricose

Leishmaniose,
Carcinoma
basocelular,
Paracoccidiomico
se

Leishmaniose,
Esporotricose

Leishmaniose,
Linfoma,
Hansieniase

Dermatite  granulomatosa  com
presenca de parasito intracelular

Fibrose dérmica cicatricial

Ulcera cronica ativa

Fibrose dérmica cicatricial

Dermatite granuloma com necrose

Dermatite granulomatosa

Dermatite granulomatosa

Dermatite granulomatosa

Controle
+++ + +++
+++ - -
0 - -
0 ++

++
+++ - +++
+++ - 0
+++ 0 +

+++

50
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SD -25738 Leishmaniose, Dermatite  granulomatosa  com
Paracocmdloml_c_o necrose it ) +
se, Sifilis,
Rinosporidiose
SD -25789 Esporotricose Dermatite  granulomatosa ~ com 0 0 0
necrose
SD -25844 Leishmaniose, Dermatite granulomatosa
Esporotricose, 0 0
Tuberculose -
Verrucosa
SD -25933 Leishmaniose, Dermatite granulomatosa 0 0 0
Cromomicose,
Lupus Vulgar
SD-2 Leishmaniose, Fibrose dérmica cicatricial
Ectine ++ 0 0
SD -557 Leishmaniose,Esp Dermatite  granulomatosa  com
orotricose necrose 4+ - -
SD -607 Leishmaniose, )
Esporotricose, Ulcera cronica ativa
Micobacteriose . + et

Atipica, Tuberculo
se Cuténea

Observagdo: As amostras 970 e 971,pertencem ao mesmo paciente.Foram analisadas duas amostras de tegumento (Pele do abdémen e antebraco).
Totalizando 22 amostras de pele.

Legenda: Utilizou-se o critério de cruzes,onde € levado em conta a intensidade da coloracdo e o nimero de células coradas. Quando ndo ha colora¢do, marcacéo,
considera-se negativo (-); quando coradas, sdo positivas,sendo sinalizadas por uma cruz (+) leve; duas cruzes (++) moderada e trés cruzes (+++) acentuada. Zero (0)
quando ndo h& material.
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Dentre os aspectos avaliados, foi possivel observar que 10/11, correspondente
91% dos casos de dermatite granulomatosa apresentaram presenca de granuloma, e que
apenas 1/11 (9%) das Ulceras cronicas ativas apresentaram granuloma, enquanto nos
casos de fibrose dérmica cicatricial ndo foi observado granuloma.

A presenca de fibrose so foi observada nos casos de fibrose dérmica cicatricial.
Dos 15 casos de dermatite granulomatosa, foi observada necrose em 6/15 (40%); a
necrose so foi visualizada em 6/15 (40%) dos casos de dermatite granulomatosa. Quanto
a presenca visual dos parasitas, esses s0 foram vistos em 2/15 (13%) dos casos de
dermatite granulomatosa.

De todas as células (macrofagos, células dendriticas e TCD4+) encontradas nas
analises, 17/26 (65%) estavam presentes na dermatite granulomatosa, 5/26 (19%) na
fibrose dérmica cicatricial, e 4/26 (15%) nas Ulceras cronicas ativas. Quanto ao nimero

de células, identificamos que as células mais observadas nas amostras foram os

macrofagos, com prevaléncia de 16/ 26 (= 62%), seguido por 6/16 (= 23%) de células

TCDA4+, e 4/16 (= 15%) de células dendriticas.

Ao correlacionar os achados celulares com o diagnéstico histopatoldgico,
podemos observar que o percentual de células para cada tipo celular frente ao
diagnostico histopatolégico também demonstra a predominancia desses achados na
dermatite granulomatosa (Figura 5), apesar do baixo nimero de células dendriticas e

TCD4+ em todos os diagnosticos histopatoldgicos.

Figura 5 - Perfil histopatolégico vs células envolvidas no infiltrado inflamatério da
leishmaniose tegumentar

m Dermatite granulomatosa  m Fibrose Ulcera

68,75 66,66666667

25
18,75 16,66 16,66

l = .

Macréfagos Cel. Dendriticas CD4
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Fonte: autora (2021).

Ao analisar individualmente os tipos de células e o diagndstico histopatoldgico,
verificou que os resultados demonstram, por meio do Teste G — Independéncia, que ndo
hé& associacdo estatistica significante (p>0,05) entre a presenca de macrofagos, de
células dendriticas, e de células TCD4", e o diagndstico histopatoldgico. Provavelmente
devido ao baixo nimero de pacientes que apresentaram as celulas. Na tabela 3, pode-se
observar a correlacdo entre as ceélulas envolvidas no infiltrado inflamatério

vsdiagnéstico.

Tabela 3 - Diagndstico histopatoldgico vs presenga/auséncia das células envolvidas no
infiltrado inflamatério.

Dermatite Fibrose Ulcera cronica
granulomatosa dérmicacicatricial ativa
Presente 11 03 02
Macréfagos
Ausente 04 _ _
Células dendriticas Presente 02 01 01
Ausente 08 02 02
Presente 04 01 01
TCD4*
Ausente 06 02 02

Fonte: autora (2021).

As fotomicrografias dos cortes histoldgicos (Figura 6) permitem-nos identificar
ndo apenas a histopatologia da lesdo apresentada pelos pacientes, mas também

relaciona-las com os componentes celulares identificados de forma qualitativa.
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Figura 6 -A. Dermatite granulomatosa com presenca de parasita intracelular em
paciente com leishmaniose tegumentar por Leishmania braziliensis. Destacando a
presenca de linfocitos T (TCD4"). B. Fibrose dérmica cicatricial em paciente com
leishmaniose tegumentar por Leishmania braziliensis. Destacando a presenca de células
dendriticas. C. Dermatite granulomatosa com presenca de parasita intracelular em
paciente com leishmaniose tegumentar por Leishmania braziliensis. Destacando a
presenca de macrégafos. C.1. Controle. C2 e C3 células com marcacdo IMQ por CD68.
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Fonte: autora (2021)
Discusséo

LTA ¢é caracterizada como uma doencga infecto parasitaria, ndo contagiosa,
que acomete pele e mucosa (DUARTE; ROCHAEL,2006).A diversidade clinica da
LC esta associada a espécie do parasita e a resposta imune do hospedeiro. Mas
especificamente, o equilibrio entre os mediadores pr6 e anti-inflamatérios que
executam papel vital na manifestacdo clinica e no desfecho da infec¢do desempenha
um papel vital na apresentacdo clinica e no desfecho da doenca (VALPEDO et
al.,2021).

Os elevados indices de prevaléncia da leishmaniose no mundo estéo atrelados
principalmente a intervencdo humana, como a migracdo, desmatamento, urbanizacao
e imunossupressores (IHSANULLAH et al., 2021).

Os achados do presente estudo apontaram que 0S pacientes com suspeita
clinica para leishmaniose tegumentar em sua maioria sdo representados pelo sexo
masculino,equivalente a 50,92% dos casos. Com faixa etaria acometida entre 19 e 59
anos. A predominancia dos casos do sexo masculino pode estar relacionada com
atividades ocupacionais em lugares de risco, como agricultura, pecuaria,
acampamentos e garimpo (SILVA et al., 2019; BRASIL,2021).

A dificuldade diagndstica para a leishmaniose tegumentar, da-se pela mesma
apresentar amplo aspecto morfoldgico, o qual dificulta o fechamento diagndéstico do
paciente, tendo em vista que inimeros infeccGes dermotrdpicas atinge pele e mucosa
também apresentam lesdes comumente associada a expressividade das apresentadas
pela LTA (TIRELLI etal., 2017; SILVA et al., 2019).

Embora em determinadas areas, a elucidacdo diagnostica do quadro clinico do
paciente seja possivel ser realizada por intermédio, apenas, do clinico
epidemioldgico, faz-se necessario a comprovacdo por intermédio de diagndstico
laboratorial diferencial, devido ao amplo espectro das manifestaces clinicas.
Comumente confundidos com outras infeccbes dermotropicas (MURBACK et al.,
2011).

Do numero amostral de 108 pacientes, apenas 35 deles foi possivel confirmar
o diagndstico clinico. Os demais podem estar atrelados a outras infeccoes.

A técnica de biologia molecular, PCR, tem sido uma aliada no diagndstico da

LTA,devido alta sensibilidade e especificidade, permitindo a identificagéo e
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caracterizacdo gendmica da espécie causadora das leishmanioses (GARCIA et
al.,2005).

A Leishmania braziliensis é considerada o agente etiolégico de maior
prevaléncia, com ampla distribuicdo geografica desde a Ameérica Central ao Norte da
Argentina. Sendo facilmente localizada em todas as regifes do Brasil. A expressividade
da ecoepidemioldgica e o modo de transmissdo estdo relacionados com a
particularidade da regido (BRASIL, 2017; ANDRADE et al.,2005). A presenca da
Leishmania braziliensis foi detectado em 33% pacientes investigados,podendo ser
caracterizado devido a ampla distribuicéo deste agente no Brasil.

A resposta imune desencadeada pela Leishmaniainicia-se com a resposta inata,
no qual os receptoresTLR2 (Toll-like receptor 2) existentes nos macréfagos, células NK
(Natural Killer) e células dendriticas fazem o reconhecimento das moléculas presentes
na superficie dos parasitas. A ativacdo dos macrofagos por intermédio do Thl, culmina
na sintese de 6xido nitrico que em comunhdo com o stress oxidativo representa
mecanismo importante na eliminacdo do parasito. Ascitocinas Th2 contribuem para a
multiplicagdo do parasito.Evidéncias apontam que as células T CD8 séo importantes no
controle das leishmanioses por meio da sintese de citocina e mecanismos citotoxicos.
(VASCONCELOS et al., 2018).

A resisténcia a leishmanioseestd intimamente relacionada com o
desenvolvimento da Thl e a producéo de citocinas pr6 — inflamatéria — IL 12,IL 1,IFN -
Yy, TNF a que leva a ativagdo dos macrdéfagos e morte do parasita.A suscetibilidade esta
associada ao desenvolvimento e producdo de citocinas Th2, como IL 4, IL 3 e/ou IL
13,que culmina na replicacdo e persisténcia do parasita (MASPI et al.,2016).

Entretanto ainda ha varios paradoxos a respeito do papel exercido pelas
respostas imunes na imunopatologia e imunoprotecdo contra as LC.Embora saiba-se que
a resposta Thl e a sintese de citocinas prd- inflamatoria exercam papéis centrais na
imunoprotecdo, a producdo exacerbada pode concomitantemente induzir a
imunopatologia grave da doenca. A baixa producdo de citocinas anti-
inflamatoriasdiminui as reagdes inflamatorias e acelera a cicatrizagdo das lesdes
(MASPI et al.,2016).

O controle das infeccdes causadas por leishmanioses,da-se por intermédio de
uma cascata de sinalizacdo complexa, onde faz-se presente os neutréfilos, mastocitos,

NK,mondcitos e as células apresentadoras de antigenos — dendriticas e macréfagos,
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principais células envolvidas na defesa da resposta imune inata. Além dos linfocitos
TCD4+, Thl e Th2 da resposta imune adaptativa. Vale salientar que a depender da
espécie causadora, 0 sistema imune pode atuar de distintas maneiras (OLIVEIRA et
al.,2021).

A resposta imuneda leishmaniose humana e experimentalé caracterizada pela
mediagdo e prodominancia dos linfocitos T. Essas células sdo essenciais na resposta
frente ao hospedeiro, sendo crucial para a cura e também resposta imune
protetora,concomitantemente também séo responsaveis pela sua patologia e persisténcia
da doenca.A resposta linfocitaria na leishmaniose tegumentar americana caracteriza-se
pelo crescente numero de células T CD4+ (CASTRO, 2013).

Os TCD4+ sdo células fundamentais no controle da Leishmania,tais células apos
a infeccdo sdo responsdveis para sintetizar IFNy e ativar os macrofagos nas lesoes.
Estudos revelam que elas,TCD4+, ndo exercem interacdo com todas as células
infectadas nem sdo verificadas distribuidas de forma uniforme (SCOTT e
NOVAIS,2016).1sso pode ter sido fator determinante para a identificagdo do baixo
numero destas células,neste presente estudo. O qual correspondeu apenas a 23% (6/16)
das células identificadas.

As células dendriticas tem papel fundamental nos ensaios imunoldgicos, sdo
responsaveis por promover e suprimir a resposta imune dependente dos linfécitos T
(MELLOR e MUNN,2004). Possui as moléculas co-estimulatorias que sdo necessarias
para inducdo das células T -naivel (COSTA; MAFRA; BRITO,2021). As DCs sdo as
células apresentadoras de antigenos mais eficientes na ativacdo dos linfécitos T.Estédo
distribuidas em praticamente todos os tecidos periféricos,bem como em 6rgaos linfoides
primarios e secundarios. As células sdo originadas a partir de percussores mieloide
(Expressam CD11) e linfoides, CD123+(JARAMILLO, 2014). O presente estudo revela
uma baixa predominancia dessas células,em todos os diagndsticos histopatolédgicos.

Estudos apontam que apds a infeccdo por L. major, as células de langerhans
(CLs),linhagens de celulas dendriticas na pele,sdo capazes de fagocitar,migrar para os
linfonodos e exercer papel como célula apresentadora. Outros estudos apontam que na
infeccdo experimental por Leishmania,CDd, e ndo CLs, séo responsaveis por uma
resposta imune protetora na infecgdo intracelular de L. major (COSTA; MAFRA;
BRITO,202).

Os macrofagos foram as células com maior incidéncia no presente

estudo,apresentando-se em todos os diagnosticos histopatpldégicos - dermatite
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granulomatosa, fibrose dérmica cicatricial e Ulcera cronica ativa. Sao células
importantissima por ser o principal reservatorios para a Leishmania,além de
desempenhar a fagocitose dos parasitas em sitio de lesdo.Exerce papel de defesa frente
ao hospedeiro,assim como desempenha papel na promoc¢do e regulacdo da resposta
imunoldgica.Quando ativos,dispbem de mecanismos microbicida que apresenta
capacidade de eliminar o parasita.Apresentam plasticidade,pode exercer fendtipos
diferentes em resposta aos distintos estimulos do microambiente (PEREIRA, 2018;
SILVA,2015).

Conclusoes

O amplo espectro morfoldgico das lesdes por Leishmania, dificulta o diagndstico
final leishmaniose tegumentar. Tendo em vista que tal infeccdo apresentam lesbes
comuns a outras doencas dermotropicas. A Leishmania braziliensis é a espécie mais
frequente no estado de Pernambuco, com ocorréncia de 33,33% dos casos clinicos
avaliados. Ao analisar individualmente os tipos de células e o diagnostico
histopatoldgico, verificamos que os resultados demonstraram, por meio do Teste G —
Independéncia, que ndo houve associacdo estatistica significante (p>0,05) entre a
presenca de macrofagos, de células dendriticas e de células T CD4+ e o diagndéstico
histopatoldgico.

Limitacdo do estudo

O numero amostral baixo também foi determinante para os dados de
significancia obtidos.A falta de informacdo quanto ao tempo de evolucdo das lesGes e as
perdas das amostras parafinadas no estudo podem ter corroborada para a baixa
significancia dos testes aplicados.
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Os autores declaram nenhum tipo de conflito de interesse.
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6 CONCLUSOES

O amplo espectro morfologico das lesGes por Leishmania, dificulta o
diagndstico final leishmaniose tegumentar. Tendo em vista que tal infeccdo
apresentam les6es comuns a outras doencas dermotrépicas;

A realizacdo do diagnostico molecular é de suma importancia para a conclusado
do diagnostico final da leishmaniose tegumentar;

A Leishmania braziliensis é a espécie mais frequente no estado de
Pernambuco,sendo detectada em 33,33 % dos casos clinicos avaliados neste
estudo;

Ao analisar individualmente os tipos de células e o diagndstico histopatologico,
verificamos que o0s resultados demonstraram, por meio do Teste G —
Independéncia, que ndo houve associacdo estatistica significante (p>0,05) entre
a presenca de macrdfagos, de células dendriticas e de células T TCD4+ e o
diagndstico histopatoldgico;

A falta de informacgédo quanto ao tempo de evolucdo das lesdes e as perdas das
amostras parafinadas no estudo podem ter corroborada para a baixa significancia
dos testes aplicados;

O nUmero amostral baixo também foi determinante para os dados de
significancia obtidos.
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