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RESUMO

Os mecanismos patogenéticos da Leishmaniose Tegumentar ainda nao se
encontram plenamente esclarecidos e a utilizagdo de marcadores imune tissulares e de
genes de expressdo da apoptose podem contribuir para o conhecimento dos eventos
envolvidos nesta cadeia.

Quarenta e seis pacientes do Ambulatério de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia sem historia de infecgdo ou tratamento prévios foram
estudados entre junho de 2005 e marco de 2006. Os pacientes foram agrupados
segundo sexo, idade, naturalidade e local de contato. As lesdes foram agrupadas
segundo o numero, a localizacdo, o tempo de evolucao e o padrao histopatolégico
presente.

No estudo imunohistoquimico, as células foram analisadas segundo os
marcadores para células T, células B, macréfagos, células de Langerhans, neutréfilos e
marcadores para identificar a expresséo de genes relacionados com a apoptose.

A andlise dos marcadores da apoptose em relagdo ao tempo de evolugcao
da doencga mostrou que, apds 2 anos, Bcl-2 e Bcl-x aumentaram seus valores e isto foi
estatisticamente significativo.Os demais marcadores para apoptose e os marcadores de
imunofenotipagem quando relacionados com o tempo de evolugdo da doenga e os
padroes histopatolégicos presentes nas bidpsias ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante.

A influéncia do tempo de evolugdo da doenca sobre os marcadores
antiapoptose abre a possibilidade de investigacdo de um desequilibrio ibnico que

favoreca a permanéncia do parasita in situ nos pacientes com Leishmaniose Cuténea.



ABSTRACT

Pathogenetic pathways of Tegumentary Leishmaniasis isn’'t clear yet and
the immunohistochemistry and apoptotic markers can help to know how it happens.

Forty-six pacients of Hospital Universitario de Brasilia were analyzed from
june 2005 to march 2006. They had no history of previous infeccion or treatment. About
the pacients we studied: sex, age, where they were born and had been infected; about
the lesion: how many, in what part of the body it started, its time of evolution and the
hystopathologic pictures. Immunohistochemistry markers identified T cells and subsets,
B cells, macrophages, Langerhans cells, neutrophils and apoptotic markers.

Bcl-2 and Bcl-x increased after the lesions grown for 2 years. Others
apoptotic and immunohistochemistry markers didn’t were estatistically significant when
compared with hystopatologic pictures and time of lesion evolution.

The relation between time of lesions evolution and anti-apoptotic markers in
terms of ionic imbalace opens the way to know how come parasits remains in situ in

Cutaneous Leishmaniasis.



1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca infecciosa de
evolucao cronica, ndo contagiosa, causada por protozoarios do género Leishmania, que
acomete pele e mucosas do nariz, boca, faringe e laringe; € primariamente uma
infeccdo zoondética, afetando outros animais que ndo o homem, o qual pode ser
envolvido secundariamente (FUNASA, 2000).

A Leishmania é um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae e
com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e em alguns meios de cultura artificiais, e outra aflagelada ou
amastigota, vista nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (homem e outros animais
superiores) (FUNASA, 2000).

Nos mamiferos silvestres a Leishmania causa pouco ou nenhum efeito patoldgico, caracterizando uma relagdo de equilibrio entre o
parasita e hospedeiro; muitos animais albergam amastigotas na pele e nas visceras, sem qualquer sinal de doenca. Hospedeiros incidentais,
incluindo o homem, reagem intensamente a presenca do invasor, resultando daf o aparecimento das lesdes. Muitas vezes, porém, a infec¢do no
homem € inaparente ou se manifesta sob a forma de lesao minima. Além das caracteristicas ligadas ao hospedeiro, concorrem para a génese das

diferentes formas clinicas da doenca fatores relacionados com a espécie parasitiria (FALQUETO & SESSA, 2005).

De acordo com a localizagao das lesoes, distinguem-se trés formas clinicas:
a forma cutanea (LC), a cutdneo-mucosa (LCM) e a mucosa (LM). Dependendo da
resposta imune do hospedeiro e da espécie infectante, a doenca pode ficar limitada ao
local da inoculacdo do parasita. Os pacientes que reagem a infeccdo com adequada
resposta imune celular, que sdo a maioria, desenvolvem LC, restrita a um ou mais sitios
primarios de inoculacao do parasita (FALQUETO & SESSA, 2005).

De acordo com dados do Ministério da Saude em 2000, a leishmaniose no
Brasil comporta dois padrées epidemioldgicos: surtos de epidemia associado a
derrubada de matas no afd de o homem dominar a natureza, o que permitiu o
surgimento de uma zoonose de animais silvestres que podem atingir o homem, ou
surtos de epidemia relacionado ao processo migratério do homem, com a ocupacao de
areas semi-urbanizadas na periferia das cidades. Desse modo, rompe-se o ciclo
biolégico natural da zoonose, tornando-se o0s animais domésticos importantes

reservatorios dos parasitas.



Houve mudanca no padrdo de transmissao e no perfil dos pacientes
afetados; inicialmente, os casos predominavam em adultos jovens do sexo masculino;
com a transmissao ocorrendo em periferias de area urbana, em ambientes domiciliares
e peri-domiciliares, a doenca passou a atingir também criancas e mulheres (FUNASA,
2000).

A LC é uma doenca que afeta, sobretudo, pacientes jovens na fase
economicamente ativa, representando uma carga pesada para a saude publica nos
paises em desenvolvimento (VIEIRA et al, 2002).

Nao existem, nas Américas, dados seguros para se avaliar o nimero de
pessoas atingidas pela doenca. No Brasil, as estatisticas oficiais tém registrado
anualmente cerca de 35 mil casos novos, o que nado traduz a realidade, devido as
deficiéncias no sistema de notificacdo das doencas transmissiveis. Além disso, a
assisténcia médica precdria nas zonas rurais faz com que muitos doentes deixem que o

mal se cure espontaneamente, passando sem registro (FALQUETO & SESSA, 2005).

Ao analisar a evolucdo da LTA no Brasil, observa-se uma expansio geogratica crescente, sendo que em 1994 foram registrados casos
em 1861 municipios, representando 36,9% do total de municipios do pais e em 1998 houve uma expansdo da doenca para 2055 municipios

(FUNASA, 2000).

Na regido Norte, em 82% dos municipios, hd registros de casos autéctones, sendo que nos estados do Amapé e Roraima 100% dos
municipios apresentaram autoctonia. Ja no Nordeste, houve um aumento gradativo no nimero de municipios atingidos pela LTA no periodo de
1994 a 1998, destacando o estado do Maranhdo que apresentou um crescimento de 39% no periodo estudado, registrando casos em 88,5% dos

municipios (FUNASA, 2000).

A regido Sudeste apresentou uma queda gradativa no periodo 1994/1997,
entretanto em 1998 houve um acréscimo de 27% em relagdo ao ano anterior. Ressalta-
se que os estados do Espirito Santo e Minas Gerais foram os que apresentaram o
maior percentual de municipios com LTA em 1998, com 50,5% e 46,3%,
respectivamente. No sul do pais o Parana vem apresentando aumento gradativo no
namero de municipios com casos de LTA, passando de 117 municipios em 1994 para
146 em 1998 (FUNASA, 2000).

No Centro-Oeste, a LTA vem expandindo, atingindo 64,3% dos municipios em 1998, correspondendo a um aumento de 10% em
relagdo ao ano de 1994. Em Mato Grosso 100% dos municipios tém registro de casos autéctones. No estado de Goids verificou-se também
expansdo significativa passando de 71 municipios atingidos em 1994 para 113 em 1998, o que corresponde a um acréscimo de 62% (FUNASA,
2000). Em 2003 foi registrado um surto na cidade de Sdo Sebastido, refor¢ando a autoctonia da doenga no Distrito Federal (PORTO, 2004). No
ano de 2004 a ocorréncia de novos casos no Distrito Federal chegou a 94, sendo 78 importados de outros estados e 13 autdctones. E quanto a
distribui¢@o de casos novos por municipios nos tltimos quatro anos, Planaltina, Samambaia, Sdo Sebastido, Ceilandia e Gama contribuiram, cada

um, com um novo caso (NUCLEO DE DERMATOLOGIA SANITARIA SES-DF, 2004).



Dentre as cinco regides brasileiras, a Centro-oeste figura como a terceira em incidéncia e a primeira em crescimento da

doenca, aumentando de 130 casos em 1980 para 4658 em 1996, segundo dados do Ministério da Saide (FUNASA, 2000).

No Brasil, as espécies mais importantes sao Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis.
A espécie L. (V.) brazilienses, cuja distribuicdo geogréfica é a mais prevalente no Brasil,

também é a forma mais freqiiente no Distrito Federal (FUNASA, 2000).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PATOGENIA

O quadro histopatolégico geral da Leishmaniose Tegumentar esta
representado por um infiltrado celular histiolinfoplasmocitario (padrao exsudativo
celular), acompanhado por uma reagdo granulomatosa que pode surgir associada ou
néo a necrose (MAGALHAES, 1986). Esta deve representar elemento fugaz e associa-
se ao granuloma reacional para constituir o padrao exsudativo necrético-granulomatoso
que surge em até 2 meses de evolucdo da doenca. O padrdo de reacdo exsudativo
granulomatoso pode ser considerado residuo do padrdo exsudativo necrético e este
pode evoluir para exsudativo necrotico-granulomatoso. Todos eles sdo etapas de um
mesmo processo, de carater transitério, que se superpdem a reacao de base.

Dos padrfes histopatoldgicos presentes na leishmaniose conforme relata
MAGALHAES (1986), exsudativo celular constitui a primeira reacdo do organismo &
presencga do parasito no tecido, pois seus tipos celulares sao verificados em maior ou
menor propor¢do nos demais padrées. O melhor prognéstico estd relacionado ao
padrao exsudativo granulomatoso, pois € uma fase na qual o organismo tendo langado



mao de um mecanismo enddgeno de lise parasitaria, ja circunscreveu a area de

necrose por uma reacao granulomatosa e esta € agora apenas um elemento residual.
Sabe-se que o progndstico da infecc¢io por Leishmania é determinado por interacdes entre o hospedeiro e o parasita. A patogénese da

LC envolve um mecanismo de lise intracelular e a formagao de granulomas organizados que provavelmente representam uma hipersensibilidade

do tipo retardada. Estes mecanismos sdo ativados ap6s a interagdo entre a imunidade celular e humoral, acionados pelos estimulos de diferentes

espécies de parasitas (RIDLEY, 1979).

Na LC é o mecanismo imune o responsdvel pela necrose. Qualquer que seja a causa,
a necrose tem como conseqiiéncia a producao de um granuloma organizado com células gigantes
e epitelidides e mesmo se a hipersensibilidade for um elemento do granuloma, ela pode ser de
qualquer tipo. Na presenca de baixa carga de antigenos, o mecanismo de necrose ¢ dependente da
presenca de numerosos plasmdocitos (principalmente) e linfécitos, que s@o os primeiros recrutados

na imunidade mediada por células e na imunidade humoral (RIDLEY, 1979).

Alguns passos da patogénese encontram-se bem estabelecidos. Ocorre uma
modifica¢do na bioquimica na capa glicolipidica do parasita durante sua permanéncia no intestino
do mosquito; esta transformagao protege o parasita da lise rapida, via sistema de complemento do
mamifero quando entra no hospedeiro. Uma vez neste, o parasita ativa via fagocitose mediada
por receptores, as células dendriticas da pele ou macréfagos, que funcionam como um sistema de
células apresentadoras de antigenos (APC) iniciando e modulando as respostas imunes. O
microorganismo utiliza o sistema de complemento para resistir ao meio hostil do fagolissosomo,
onde, apesar do pH de 4.5-5.0 e na presenga de proteinases ativadas, possa se desenvolver

(OUAISSI ALI et al, 2003).

Ap6s a fagocitose de microorganismos os leucécitos sofrem um processo de extrema
ativacdo da cadeia respiratoria, resultando em uma rapida utiliza¢do de oxigénio molecular. As
reacOes enzimaticas do processo respiratério conduzem a formacao de produtos instaveis do
oxigénio (como o peréxido de hidrogénio) os quais sdo toxicos para os patdgenos extra e
intracelulares. Este fendmeno caracteriza, a nivel bioquimico, o processo de ativagao dos
fagdcitos, o qual € avaliado pelo aumento da capacidade destas células de fagocitar, destruir e
digerir os microorganismos. Assim, os leucdcitos polimorfonucleares humanos seriam eficientes

na destrui¢cdo da Leishmania (BARRAL et al, 1986).

As células dendriticas (células de Langerhans da epiderme e células
intersticiais da derme) e os macréfagos sado sentinelas para a entrada do patégeno na



pele e conhecidos por terem uma forma eficiente de englobar diversos antigenos, entre
0S quais corpos apoptéticos, bactérias e parasitas como Leishmania, estimulando
células B e T (BLANK, 1993 apud CUTLER 2001). As células B, precursoras das
células secretoras de anticorpo, podem reconhecer diretamente antigenos inatos
através de seus receptores. Os linfécitos T necessitam que o antigeno seja
apresentado pelas APCs (BANCHEREAU, 1998).

Os linfécitos T sofrem um processo especifico de selecdo no timo. Os
receptores de células T (TCR) permitem que estes linfocitos realizem sua funcgao
imunoldgica. Diferente das imunoglobulinas, os TCRs nado reconhecem antigenos
soluveis e interagem com antigenos ligados a moléculas de apresentacdao antigénica,
os complexos de histocompatibilidade (MHC) na superficie da APC. As proteinas
ligadas aos peptideos sdo de dois tipos: complexo de histocompatibilidade Classe | e
Classe Il, que estimulam respectivamente, as células T citotdxica e T helper. Antigenos
intracelulares transformados em peptideos no citosol da APC ligam -se ao complexo de
histocompatibilidade Classe | e sdo reconhecidos pelas células T citotdéxicas, que uma
vez ativada, pode matar diretamente a célula alvo. Antigenos extracelulares que
entraram no mecanismo endocitico da APC sao processados la e geralmente
apresentados pelo complexo de histocompatibilidade Classe Il, células T helper, que
uma vez ligadas, tém profundos efeitos na imunorregulacdo (BANCHEREAU, 1998). As
moléculas de TCRs séo associadas a uma variedade de outras moléculas de superficie
como o T CD-45 RO, T CD-4 e T CD-8. A ligacao com estes receptores é fundamental
na resposta imune celular.

As células T CD-4 (T helper) e T CD-8 (T citotéxica) realizam funcoes
distintas, mas um pouco superpostas. As células T CD-4 ao secretarem fatores solUveis
(citocinas) influenciam a fungdo de praticamente todas as outras células do sistema
imune, incluindo outras células T, células B, macréfagos e células Natural Killer através
da interacao com células contendo MHC do tipo Il (KUMAR et al, 2005) (ALVES et al,
1999). Duas populagdes diferentes de células T auxiliares sdo conhecidas: Th1, que
sintetiza e secreta a interleucina (IL-2) e o interferon-gama (/FN-gama), e Th2 que
produzem IL-4 e IL-5. Em geral o subgrupo Th1 estd envolvido na facilitacdo da
hipersensibilidade tardia e ativacdo de macréfagos e o subgrupo Th2 auxilia a sintese



de outras classes de anticorpos, incluindo IgE (KUMAR et al, 2005). Desta forma, a
quantidade de células T helper pode determinar a suscetibilidade ou a resisténcia a
infeccdo (ROBERTS et al, 2000).

Células T CD-8 semelhantes as células T CD-4, podem secretar citocinas,
principalmente do tipo Th1, mas medeiam suas fung¢des principalmente atuando como
células citotoxicas, interagindo com células que tém MHC do tipo | (KUMAR et al, 2005).

A principal defesa contra os protozoarios que sobrevivem em macréfagos,
incluindo a Leishmania, é a imunidade mediada por células. A resisténcia a infecgcéao
estd associada a ativacdo de linfécitos T CD-4 Th1. Muitos estudos relatam que a
imunidade contra Leishmania é dependente da interleucina-12 produzida pelos
macréfagos ou por células dendriticas levando a producédo do Interferon-gama, tanto
por células do sistema imune inato (células Natural Killer) quanto adquirido (células T
CD-4). O Interferon-gama medeia esta protecao por regular positivamente a expressao
macrofagica mediante a inducdo da producdo de O6xido nitrico, que é letal para o
parasita (ROBERTS et al, 2000).

Por outro lado, as vias imunolédgicas que levam a doenca ndo curdvel sdo bem
menos compreendidas e até a0 momento sio alvos de debate. A ativagdo de células Th2 facilita a
sobrevivéncia dos parasitas, além de promover a exacerbagdo das lesdes, em razao das agdes

supressivas dos macréfagos pela interleucina 4 (IL-4) (ROBERTS et al, 2000).

Enquanto alguns estudos sugerem o papel crucial para a resposta Th2 e
Interleucina-4 na regulagcdo negativa da produgdo e atividade do Interferon-gama,
outros estudos sugerem que € a faléncia na producdo de interleucina-12 e a
consequente inabilidade em gerar a resposta Th1 que resulta na suscetibilidade a
doenca (ROBERTS et al, 2001).

Células T CD-8, que também participam da resposta imune celular,
contribuem para uma resposta imune protetora na infeccdo causada por Leishmania
(MULLER et al, 1993). A expansao das células T CD-8 especificas para Leishmania
implica em que alguns peptideos derivados de parasitas ganham acesso ao complexo
de histocompatibilidade classe | apesar da localizagdo fagolisossomal de amastigotas.
A destruicdo dos parasitas por macréfagos ativados pode levar a liberagcdo de
peptideos antigénicos derivados dos parasitas que podem se ligar as moléculas do



complexo de histocompatibilidade classe | expressas na superficie de células
parasitadas ou ndo infectadas, onde estas células s&o reconhecidas por células T CD-8
precursoras. Este uUltimo mecanismo € mais consistente com a cinética da fungéo
efetora mediada por células T CD-8 anti-Leishmania, mais pronunciada na resposta
secundaria in vivo. Portanto, a destruicdo de parasitas durante a resolucao da infeccao
primaria deve ser necessaria para gerar suficiente quantidade de peptideos derivados
da Leishmania para sensibilizar células T CD-8 especificas. Uma vez que este processo
requer tempo, podem-se explicar porque células T CD-8 parecem ser mais importantes
para a defesa do hospedeiro ap6s reinfeccao (MULLER et al, 1993).

Os linfécitos B representam 10 a 20% da populacao de linfécitos periféricos
circulantes. A estimulagdo antigénica, as células B formam plasmdcitos que secretam
imunoglobulinas, mediadoras da imunidade humoral. As células B reconhecem
antigeno através do complexo de receptor de antigenos da célula B. A imunoglobulina
M (IgM), presente na superficie de todas as células B, constitui 0 componente de
ligacdo a antigenos do receptor da célula B. Assim como as células T, cada receptor da
célula B tem uma especificidade singular para antigenos, derivada, em parte, de
rearranjos somaticos dos genes de imunoglobulinas (KUMAR et al, 2005).

De um modo geral, os pacientes com LC localizada apresentam uma adequada
resposta imune celular e uma fraca resposta imune humoral, porém de intensidades diferentes nos

diversos individuos. Como resultado, a les@o de alguns individuos pode curar espontaneamente

(FALQUETO & SESSA, 2005).

2.2. LEISHMANIOSE E APOPTOSE

O termo apoptose foi introduzido na literatura biomédica em 1972 para
definir células que morrem como parte de um programa normal de desenvolvimento
celular (WYLLIE et al, 1997).

A apoptose observada em mamiferos se centra na ativagao proteolitica de
uma familia de proteases denominada caspases (GRAVRILESCU et al, 2003). As
caspases podem ser definidas como uma familia de genes presentes no genoma dos

mamiferos (WYLLIE et al, 1997). Seu alvo compreende uma grande variedade de



proteinas envolvidas na sobrevida celular, incluindo a reparacao do DNA, controle do
ciclo celular, estruturacdo nuclear e citoesquelética. Estas enzimas também tém como
alvo as caspases que participam no desencadeamento da cascata que leva a apoptose.
Além disto, a liberagcdo do citocromo ¢ para o citoplasma e as alteracées no potencial
da membrana mitocondrial sdo rigorosamente regulados pela familia Bcl-2 que agem
por dimerizagdo da membrana mitocondrial externa. Algumas proteinas da familia Bcl-2
sao anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-x) ou pré-apoptédtica (Bax) e a relagdo entre os
agonistas e antagonistas € que determina se uma célula ird responder a determinado
estimulo de apoptose (GRAVRILESCU et al, 2003).

O gene Bcl-2 codifica uma proteina de 25-26 KDa sem achados estruturais
que sugerem como a apoptose é controlada. A porcao C-terminal do aminoacido 21
codifica aminoacidos hidrofobicos necessarios para sua insercao entre as membranas.
E este fendmeno que esta associado a habilidade do Bcl-2 de regular a apoptose. O
Bcl-2 estd presente na membrana mitocondrial externa, na membrana nuclear e no
reticulo endoplasmatico (face citosélica) (BROWN, 1997).

Um dos primeiros homélogos do Bcl-2 a ser identificado foi o gene Bax.
Este foi isolado como uma proteina de ligacdo ao Bcl-2 em experimentos de
imunoprecipitagdo sendo homélogo a ele em 45%. Em experimentos de super
expressdao Bax promoveu apoptose e antagonizou o efeito protetor do Bcl-2. Assim,
pode-se supor que a regulacdo da formacdo de heterodimeros do Bcl-2/Bax é um
importante ponto de controle da apoptose (BROWN, 1997).

Andlises mutacionais do Bcl-2 e Bax estabeleceram que os dominios BH
conservados sdo regides através das quais a proteina € considerada homo ou
heterodimera. Para o Bcl-2, mutagcdo nos dominios BH1 e BH2 em determinado nimero
de vezes previne a proteina do bloqueio da inducado da apoptose e sua ligacao ao Bax
(BROWN, 1997).

A proteina pro-apoptética Bcel-x tem trés dominios conservados que estao
em estreita aproximacdo espacial e formam uma fenda hidrofébica extensa. E esta
fenda que se pensa ser o local de ligacdo com os outros membros da familia Bcl-2.
Além disso, no Bcl-x ha sete hélices alfa, trés das quais se sobrepde ao dominio BH.O

alinhamento destas hélices é semelhante ao dominio de insercdo da membrana de um



grupo de bactérias toxicas. Assim, € possivel que as hélices combinadas formem algum
tipo de poro ou canal da membrana responsavel pela atividade da proteina (BROWN,
1997).

A formacao de poros regulaveis ou canais na membrana nuclear e reticulo
endoplasmatico permite as proteinas Bcl-2 terem efeitos positivos ou negativos no
balanco i6nico. Evidéncias existem para a regulacdo do caélcio intracelular pelo Bcl-2;
notou-se que o Bcl-2 estabilizou o gradiente de calcio entre o citoplasma e o reticulo
endoplasmatico. Portanto, a supressao da apoptose pelo Bcl-2 esta correlacionada com
a regulacdo do célcio nuclear e citosolico (BROWN, 1997).

O gene supressor tumoral p53 constitui 0 alvo mais comum de alteracéo
genética nos tumores humanos. Quando ocorre lesdo do DNA por irradiacao, agentes
mutagénicos ou luz UV ele é solicitado como freio de emergéncia que impede a
propagacao de células geneticamente modificadas. Na presenca destes agressores
ocorre rapido aumento nos niveis da proteina p53 e sua ativacdo como fator de
transcricdo. Com isso, ha estimulo a transcricdo de varios genes que atuam como
mediadores dos dois efeitos principais da p53: parada do ciclo celular e apoptose. A
parada no ciclo celular permite que a célula tenha tempo para reparar a lesdao do DNA
ou aquela causadas por agente mutagénico. Se durante esta pausa nao for possivel
proceder a um reparo bem sucedido do DNA danificado, a p53, como ultimo recurso,
induz a ativacao dos genes indutores da apoptose (KUMAN et al, 2005).

Apoptose induzida pelo p53 além de ser desencadeada pelo dano ao DNA
celular pode resultar da ativacao inapropriada do oncogene, deprivacao de citoquinas,
hipdxia e choque térmico (BELLAMY, 1997).

O painel completo de lesdes do DNA que provocam a resposta a p53 é desconhecido,
mas lesdes primadrias nas quais a p53 se liga diretamente in vitro incluem inser¢ao/dele¢ao mal
conjugada e quebras nas fitas do DNA. A p53 se liga avidamente a estas quebras e isto a
estabiliza e ativa. Além desta ligac@o, pouco € conhecido sobre como os outros desencadeadores
da apoptose se ligam a pS3 (BELLAMY, 1997) (KUMAN et al, 2005). Na identificacdo por
imunohistoquimica € importante ressaltar que a positividade para p53 nem sempre corresponde a
alteracoes da proteina. Outros fatores podem estabilizd-la (proteinas do HPV) e acumular-se nas

células mesmo na auséncia de mutagdes (ALVES et al, 1999).



In vitro, parece haver diferentes mecanismos através dos quais a p53 pode
desencadear apoptose; um deles requer transativagao transcricional especifica da p53,
talvez pela Bax, que na presenca de relativo excesso de Bcl-2 permite apoptose.
Entretanto, Bax é dispensavel para a apoptose dependente de p53 em timécitos gama-
irradiados, sugerindo que outros fatores sao mais importantes neste caso.
Represséao transcricional da p53, por exemplo, pela Bcl-2, pode contribuir também para
apoptose e influéncias de outros membros da familia Bcl-2 sao provavelmente
relevantes como no caso da Bcl-x que inibe a apoptose mediado in vitro (BELLAMY,
1997).

Em animais vertebrados, a apoptose € empregada para eliminar linfécitos
auto-reativos durante a diferenciacao e para concluir a resposta imune a fim de remover
linfécitos Antigenos-especificos (GRAVRILESCU et al, 2003). No caso de parasitas
cinetoplastideos, varios relatos mostram que ocorre um processo de morte celular
semelhante a apoptose dos mamiferos. Entretanto, a despeito das similaridades
fenotipicas, demonstrou-se que os mecanismos moleculares (inducao/execucao), pelo
menos para os parasitas da Leishmania, diferem significativamente dos metazoarios.
Além disso, através da fragmentacdo do DNA em oligonucleossomos, observou-se que
na fase estacionaria de promastigotas e especialmente nas formas amastigotas de L.
major e L. amazonensis, mesmo na auséncia de fatores indutores (estresse), este
processo foi independente das caspases ou das enzimas lisosomais catepsina-like.
(OUASSI AL et al, 2003).

A importancia da apoptose na modulacao da resposta imune em pacientes
com leishmaniose cuténea ainda é incerta. BERTHO et al em 2000, em um estudo
realizado com citometria de fluxo nos subtipos de células T CD-4 e T CD-8 observou
que foram detectadas numerosas células em apoptose inicial a despeito de seu aspecto
morfolégico normal. Neste estudo, nos pacientes que tiveram cura espontanea,
observou-se pequeno numero de células apoptéticas T CD-8, freqiéncia similar
verificada em células T CD-4 de pacientes com doenca ativa. Apesar da amostra
utilizada neste estudo ter sido pequena (15 pacientes com lesdes ativas, 2 com lesdes

gue curaram espontaneamente) os autores especulam que estes resultados em relacéao



ao T CD-8 podem apontar para seu papel no mecanismo de cura da leishmaniose

cutanea localizada.

2.3. DIAGNOSTICO

A caracterizacao da LTA é feita através de exames clinico, laboratorial e
histopatoldgico.

A observagao clinica tem sido muitas vezes o Unico meio de diagnéstico
principalmente nas areas endémicas e afastadas dos meios de acesso aos exames
complementares (FUNASA, 2000).

O diagnéstico laboratorial envolve identificagdo do parasita, provas
imunoldgicas e caracterizagdo das espécies de Leishmania por deteccdo de DNA,
através de técnicas de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e anticorpos
monoclonais (FUNASA, 2000).

O exame parasitoldégico direto em esfregagco é obtido por escarificagao,
puncao aspirativa do exsudato ou bidpsia das bordas da lesdo com impressao por
aposicao (FUNASA, 2000).

Outras formas de identificacdo do parasita por métodos laboratoriais consistem em culturas em meios artificiais e inoculagdo
em animais experimentais (hamster), em que se obtém o desenvolvimento de lesdes geralmente apés um més da inoculagdo do parasita; isto
torna o método pouco conveniente para o diagnostico devido ao longo tempo necessdrio para avaliacdo, além de que a eficdcia do isolamento

é varidvel para as distintas cepas de Leishmania (FUNASA, 2000).

O diagnéstico imunoldgico através do teste de Intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) consiste na injecao intradérmica de 0,1 ml do antigeno preparado
com promastigotas de cultura e revela o grau de sensibilizacdo do hospedeiro contra o
parasita. Considera-se positivo o aparecimento de enduracgéo, perceptivel a palpacao,
com diametro igual ou superior a 5 mm que aparece no prazo de 48 a 72 horas. Em
individuos com a forma cutanea, a positividade do teste varia de 85% a 97%, segundo
diferentes autores. Sua positividade geralmente permanece por toda vida, mesmo apos
tratamento ou apds cicatrizagcdo espontdnea das lesdes. Nas areas de elevada
incidéncia de leishmaniose, chega a 30% a proporcao de individuos sadios com o teste
positivo (FALQUETO & SESSA, 2005). O teste pode ser negativo na fase inicial da
doenca, na forma cutanea difusa, na forma cutanea disseminada nao tratada, na

leishmaniose visceral e em imunodeprimidos (FUNASA, 2000).



A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem suas melhores utilidades
para diagnéstico em casos de leishmaniose com lesbes cutaneas mdultiplas e nas
lesbes mucosas. A sua positividade esta relacionada com o tempo de duracdo da
doenca, sendo o seu percentual de sensibilidade em torno de 71% nas formas cutaneas
e 100% nas formas mucosas (FUNASA, 2000).

O teste imunoenzimatico (ELISA) é utilizado para a deteccao de anticorpos
ou antigenos. E um método de ensaios de ligacdo direta em que é necessaria a
preparacao pura de um antigeno e/ou anticorpo conhecido para que uma enzima seja
ligada quimicamente (FUNASA, 2000).

A andlise histopatolégica do material cutineo visa a identificacdo do parasita nos tecidos para o diagndstico definitivo. As alteracdes
da epiderme sdo em geral secunddrias, nao relacionadas com o tempo de evolugao da lesdo e podem consistir de acantose irregular, hiperplasia
pseudoepiteliomatosa, atrofia, ulcera¢do ou destrui¢do da camada basal. As lesdes fundamentais estdo localizadas no derma ou no cérion onde o

infiltrado inflamatdrio varia de intensidade e de acordo com a fase evolutiva da infeccdo (SILVEIRA & LAINSON, 1997).

A LC é uma doenga cronica de longa evolugdo, apresentando polimorfismo lesional e, conseqiientemente, aspectos

histopatolégicos varidveis decorrentes da evolugdo do processo e da resposta imunoldgica do homem infectado (SILVEIRA & LAINSON, 1997).

Virios autores tentaram estabelecer uma classificacdo que fosse reprodutivel para as diferentes apresentagdes histopatoldgicas

verificadas na LC. A classificagio que esta serd utilizada nesta dissertacio corresponde 2 de Magalhdes modificada (2004):

1. Reacdo Exsudativa Celular (REC) - infiltrado histiolinfoplasmocitdrio dérmico ou no
corion, com proporc¢des celulares que tendem para a equivaléncia.

2. Reacao Exsudativa e Necrética (REN) - necrose tissular de amplitude e formato
variaveis associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmocitario;

3. Reacado Exsudativa e Necrotica-granulomatosa (RENG) - reagdo granulomatosa
organizada nas proximidades de area de necrose tissular, com presenca de
células gigantes, macrofagos ativados e infiltrado histiolinfoplasmocitario
associado;

4. Reacdo Exsudativa e Granulomatosa (REG) - reacdo granulomatosa
desorganizada sem a presenca de necrose tissular, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmocitario;

5. Reacao Cicatricial (RC) - reacdo observada apds a cura clinica com presenca de

escassos linfécitos em meio a fibrose da derme.



O diagnéstico etioldgico através de bidpsia nem sempre é possivel,

principalmente nas lesées cutaneas e mucosas com longo tempo de evolugéo.

3. JUSTIFICATIVA

A expansdo geografica da leishmaniose tem estimulado investigacdes e
estudos comparativos que possam identificar ocorréncias comuns no comportamento

desta doenca nas diversas regides do pais onde ocorre. Os mecanismos patogenéticos



ainda nao se encontram plenamente esclarecidos e a utilizacdo dos marcadores imune
tissulares e de genes de expressao da apoptose podem contribuir para o conhecimento
dos eventos envolvidos nesta cadeia.

A caracterizagao fenotipica das subpopulagdes de células T na leséao
inflamatoria da leishmaniose pode dar uma importante informacdo sobre a composi¢ao
celular na &rea onde o parasita esta.

Ha 4 isoformas das proteinas do CD-1: CD1a, 1b, 1c e 1d. O CD-1a é
expresso em uma variedade de células apresentadoras de antigenos tais como células
de Langerhans e células reticulares interdigitantes (BISHOP, 2006).

O antigeno associado aos granulécitos CD-15 identifica neutréfilos e células
dendriticas, mas nao linfécitos e macrofagos. Para os linfécitos, os marcadores CD-
45RO e CD-20 seriam os ideais. E os macro6fagos podem ser expressos pelo antigeno
CD-4 que identifica células T auxiliares/helper servindo como receptor para moléculas
MHC tipo Il (ALVES et al, 1999). CD-4 expressa linfocitos T helper, mondcitos/
macréfagos e células de Langerhans. Nao € expresso em células B.

CD-8 é o antigeno que caracteriza as células T supressoras/citotoxicas. E
uma molécula que serve como receptora para moléculas do MHC de classe I. O
anticorpo anti-CD-8 marca 15-20% das células T das éareas interfoliculares dos
linfonodos, mas cerca de 80% das células T da medula éssea e intestino sédo positivas
(ALVES et al, 1999).

O antigeno leucocitario comum CD-45 é uma glicoproteina
transmembranica restrita aos leucécitos e usada como marcador genérico das lesdes
com proliferacdo de linfécitos que expressam células T. A variante de baixo peso
molecular, CD-45R0, é altamente sensivel e especifica e é freqliente a co-expressao
com lesdes de células B. Para estas lesdes (de células B), o melhor e mais usado
marcador imunohistoquimico, altamente sensivel e especifico, € o CD-20 (ALVES et al,
1999).

O CD-68 é o marcador de macréfago mais confiavel. O antigeno é expresso
por uma proteina citoplasmatica associada aos lisossomos. E capaz de marcar também
neutrofilos e células de Langerhans (BISHOP, 2006).



O produto do gene Bcl-2 € uma proteina da membrana mitocondrial externa
que inibe a apoptose, prolongando assim a sobrevida celular (BROWN, 1997). E
normalmente expresso em pequenos linfécitos B das células do manto e da zona
marginal e em muitas células T. Sua expressdao esta associada a um melhor
prognoéstico em muitos carcinomas. Neste contexto, ha uma relacdo inversa com a
super expressao da p53 (ALVES et al, 1999).

Apoptose induzida pelo p53 além de ser desencadeada pelo dano ao DNA
celular pode resultar da ativagao inapropriada do oncogene, deprivacado de citoquinas,
hipdxia e choque térmico (BELLAMY, 1997).

4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Estudar os aspectos histopatoldgicos e imunohistoquimicos de pacientes com LTA, forma cutinea, em um grupo de pacientes

atendidos no ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitdrio de Brasilia.

4.2. ESPECIFICO



. Verificar, por meio de anticorpos monoclonais a ocorréncia de fendtipos de células T e células B bem como a expressdo dos

marcadores para apoptose em pacientes com LC.

» Analisar a resposta imune in situ em pacientes com LC.

» Verificar a ocorréncia de apoptose em pacientes com LC.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Definicao da amostra

Amostra de conveniéncia, nao probabilistica, realizada em um centro de alta
complexidade que funciona como referéncia para tratamento de Leishmaniose Tegumentar
Americana no Distrito Federal, realizada em 46 pacientes do Ambulatério de Dermatologia do

Hospital Universitario de Brasilia, no periodo entre junho de 2005 e mar¢o de 2006.



5.2. Definicao de caso

Paciente com lesdo cutanea ulcerada, nodular ou papular, nao atribuida ao
trauma, sem tratamento medicamentoso prévio para leishmaniose, adicionado a histopatoldgico e
mais dois exames laboratoriais positivos (presenca positiva de parasitas). Pacientes com histérico
de LC tratada com lesdo residual. As caracteristicas da populacdo em estudo estdo sumarizadas

nos resultados.

5.3. Analise Histopatolodgica

Para o estudo histopatolégico dos pacientes selecionados, o projeto
recebeu a aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de Brasilia (CEP-
UnB) e cada participante do projeto procedeu a leitura e assinatura do TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO. Nos pacientes sem maioridade legal, o
termo foi assinado por parentes ou responsaveis (Anexo 2).

O material obtido por biépsia interessou a borda da Ulcera e a pele s,
através de um punch de 6,0 mm, realizado sob condi¢des estéreis e apds anestesia
local com xilocaina a 2%; este material foi fixado em formalina a 10%, incluido em
parafina, cortado em 5 micrémetros e posteriormente corado em Hematoxilina e Eosina
(H.E.).

Todos as laminas receberam identificagdo prévia e foram examinadas pelos
autores. A avaliacdo da intensidade das alteracdes histopatoldgicas foi feita segundo a
classificacao de Magalhaes modificada, 2004.

5.4. Anadlise Imunohistoquimica
Para a realizacdo do estudo imunohistoquimico, as células foram

analisadas segundo os marcadores para células T (CD-4, CD-8, CD45-R0O), células B
(CD-20), macréfagos (CD-68, CD-4), células de Langerhans (CD-1a, CD-68, CD-15),



neutréfilos (CD-15, CD-68) utilizando-se também marcadores para identificar a

expressao de genes relacionados com a apoptose (Bcl-2, Bcl-x, Bax e p-53).
Areas do epitélio e da 1amina prépria foram selecionadas aleatoriamente e o nimero de células positivas para cada marcador foi

contado em 30 campos de 500 X correspondendo a uma drea microscépica total de 1,4 mm?2.

A expressao dos marcadores celulares foi avaliada segundo critérios semi-
quantitativos e qualitativos.
A técnica de imunohistoquimica utilizou o Kit Estreptavidina Peroxidase, e
0s seguintes anticorpos da Dako Cytomation e Neomarkers:
a. M x H CD-45R0 (célula T), da Dako, codigo M-0742, clone UCHLA1.
M x H CD-20CY (célula B), da Dako, codigo M — 0755, clone L26.
M x H CD-8 (célula T), da Dako, cédigo M-7103, clone C8/144B.
M x H CD-68 (macro6fago), da Dako, cédigo M-0876, clone PG-MI.
M x H CD-1a (timécito cortical), da Dako, cédigo M-3571, clone 10.
M x H CD-4AB-2 (célula T), da Neomarkers, cédigo MS392S, clone 1F6.

~ ® oo T

Para identificar a expressao de genes relacionados com a apoptose, 0s
anticorpos utilizados foram:
a. Mx Bcl-2 oncoproteina da Dako, codigo M0887, clone 124, diluicdo de 1:100.
b. R x H Bax da Dako, cédigo A-3533, diluicdo de 1:3000.
c. M x R Bcl-x da Dako, codigo M-4512, clone A -35-10, diluicdo de 1:100.

Os procedimentos técnicos para a utilizagdo desses anticorpos foram divididos em vdrias etapas, conforme esquema abaixo:

a. Hidratacao das laminas — apds cortes dos blocos de parafina, as secgées foram
desparafinizadas em 2 (dois) banhos de equivalente vegetal biodegradavel do xilol
(ECO-K — Clarus Technology) em estufa a 37°C durante 15 minutos e a temperatura
ambiente também durante 15 minutos; em seguida foram hidratadas em 4 (quatro)
banhos de alcool (alcool absoluto, alcool a 95%, 90% e 80%) e submetidas diretamente

ao blogueio de Peroxidase Enddgena;

b. Bloqueio da Peroxidase Endégena — ap6s 3 banhos de 10 minutos, cada um, em

solucdo de agua oxigenada a 3% (equivalente a agua oxigenada de 10 volumes) as



solucbes foram trocadas e obtidas a maneira da agua oxigenada (peroxido de
hidrogénio a 3% mais ou menos 51ml e agua destilada 460ml);

c. Pré-tratamento das laminas — todos os marcadores foram pré-tratados com solucao
tampao citrato pH 6, exceto CD-4 onde foi utilizado o tampao EDTA pH 8; as laminas
foram dispostas em suportes plasticos e usou-se o vaporizador (Steamer), marca T-Fal;
fez-se imersdo em solugdo de tampao citrato pH 6 ou tampao EDTA pH 8 (de acordo
com a exigéncia requerida pelo tipo de anticorpo primario utilizado) a 97°C, durante 30
minutos; retirou-se do vaporizador, ainda dentro da solucéo utilizada e foram esfriadas

por um periodo de aproximadamente 15 minutos;

d. Preparo de tampao:
4.1. Tampao de Citrato 10mM pH 6 (acido citrico monohidratado — 2,1g e agua
destilada — 1.000ml).
4.2. Tampao de EDTA 10mM pH 8 — (Etioleno diaminotetraacetato de sédio (EDTA) —
1,869, agua destilada — 5.000ml e NaOH 2N — 2 a 2,5 ml ajustado pH com NaOH ou
HCI 1N).
4.3. Tampéao TRIS 0,05 M pH 7,6 (Solugao TBS) (Trizma Base - Sigma Cod. T-1503 -
6.1g e agua destilada — 1.000 ml);

e. Reagentes primarios — as laminas foram distribuidas sobre espumas de borracha, umedecidas com dgua e acondicionadas em cubas plasticas
com tampas; foram lavadas com TBS, secadas com lengo de papel e retirado o excesso. Os Reagentes Primdrios previamente diluidos foram

gotejados e as laminas foram deixadas na geladeira por toda a noite.

f. Reagentes secundarios (Kit Dako K — 0690 — LSAB+) —as laminas foram lavadas
com TBS e o excesso foi cuidadosamente retirado com lenco de papel; foi gotejado o
reagente secundario (indicado no Kit LSAB+) que recobriu toda a secg¢ao, logo apos

foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente;

d. Reagente Streptavidina Peroxidase (Kit Dako K-0690) — as laminas foram lavadas
com TBS e o excesso retirado com lenco de papel; foi gotejado o reagente



Streptavidina Peroxidase (indicado no Kit ISAB+) que recobriu toda a sec¢éo durante 30

minutos a temperatura ambiente.

h. Preparo de solucao de DAB liquido (K-3466) — 3’3’ Diaminobenzidina (DAB)- foi
adicionado 1 gota de tampao que acompanha o kit DAB liquido homogeneizado — 1ml;

i. Solucao DAB — as laminas foram lavadas com TBS e o excesso foi retirado com
lenco de papel; a solucdo DAB foi gotejada e recobriu toda a seccdo durante 10

minutos.

j- Coloracao (Hematoxilina) — as laminas foram lavadas com agua corrente, colocadas
na cuba para coloracdo com Hematoxilina de Harris durante 20 segundos e lavadas

com agua amoniacal e agua corrente;

k. Montagem das laminas —as laminas foram desidratadas, diafanizadas, montadas

com resina sintética (Entellan) e deixadas umidas;

I. Leitura das laminas — as laminas foram examinadas sob microscopia de luz,
obedecendo aos critérios de andlise de todos os campos microscopicos com objetivas
de pequeno, médio e grande aumento; para a contagem de células marcadas,
utilizando-se o método de semi-quantificacao dos resultados da imunohistoquimica.

5.5. Métodos Estatisticos

5.2.1. Anova

Testa se varias médias sdo provenientes de populacdes de mesma média, ou seja, se as varias médias sdo iguais entre si.

5.2.2. Correlacao Linear
Mede e avalia o grau de relagéo existente entre duas varidveis aleatorias.

5.2.3. Teste do Qui-quadrado



Verifica a associacdo entre duas variaveis dispostas em uma tabela de
contingéncia composta de variaveis categéricas independente da quantidade de

categorias em cada uma das variaveis.

5.2.4. Teste exato de Fisher

Verifica a associacdo entre duas varidveis dispostas em uma tabela de contingéncia se a amostra é pequena a freqiiéncia das células

apresenta-se baixa.

6. RESULTADOS

Quarenta e dois (42) pacientes do Ambulatério de Dermatologia do Hospital
Universitario de Brasilia foram submetidos a bidpsia; eles nao tinham histéria de
infeccao prévia ou tratamento para leishmaniose; eram portadores de Ulceras cutaneas
Unicas ou multiplas, com aspecto macroscopico sugestivo de Leishmaniose Cutanea.
Quatro (04) pacientes tinham histérico de Leishmaniose Cutdnea tratada e
apresentavam lesao residual. Todos tinham histopatolégico positivo na fase ativa da
doenca. Os pacientes foram agrupados segundo sexo, idade, naturalidade e local de
contato. As lesbGes foram agrupadas segundo o numero, a localizacdo, o tempo de
evolucao e o padrao histopatolégico presente (Tabela 1).

Tabela 1. Relacao dos pacientes estudados discriminando numero de bidpsia,
prontuario, sexo, idade, naturalidade e local de infeccao, numero de lesoes,
localizacao das les6es, tempo de evolucao das lesdes (em dias, meses e anos) e
o padrao histopatolégico das bidpsias.



Numero Prontuario Bidpsia Sexo Idade Naturalidade Local de Local das Numero Tempo Padrao
dos Infeccao lesGes de de histopatologico
casos lesGes evolucao das bidpsias
das
lesdes
(em dias
meses e
anos)
1 375464 3697 F 18 CE CE Pé 1 4 meses  celular
2 377898 3699 M 32 GO Fercal Abdome 1 30dias celular
3 109598 3700 M 24 GO GO Antebragco 1 6 meses  granulomatosa
D
4 383369 3701 M 44 DF GO Abdomen 7 30 dias celular
5 388299 3704 F 59 BA BA Cotovelo 3 60 dias celular
6 390072 3706 M 51 TO TO Pavilhao 1 6 meses  necrotica
auricular
7 392178 3708 F 11 DF GO Dorso 1 2 anos granulomatosa
8 391488 3709 F 6 TO TO Pavilhao 1 2 anos granulomatosa
auricular
9 391537 3710 M 21 PE GO Perna 1 60 dias necrética
10 394761 3711 M 24 BA Ceilandia  Dorso 1 2 anos necrotica-
granulomatosa
11 394667 3712 M 73 BA Sao Nariz, 3 8 meses  cicatricial
Sebastiado  PunhoE,
mao E
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Tabela 1. Relacao dos pacientes estudados discriminando numero de bidpsia,

prontuario, sexo, idade, naturalidade e local de infeccao, numero de lesoes,

localizacao das les6es, tempo de evolucao das lesdes (em dias, meses e anos) e

o padrao histopatolégico das bidpsias. (Continuacao)

Numero Prontuario Biopsia  Sexo Idade Naturalidade Local de Local das Numero Tempo de Padrao
dos Infecgao lesbes de lesbes evolugdo histopatoldgico
casos das das bidpsias
lesdes em
dias e
meses
12 395402 3714 M 27 DF MG Perna 1 4 meses  granulomatosa
13 386507 8076 M 25 DF BA Perna 1 15 dias granulomatosa
14 394015 3716 M 21 BA BA Dorso 1 2 anos granulomatosa
15 399223 3718 M 26 SP Planaltina  Méao 3 3 meses  celular
16 399015 3720 M 18 DF MT Antebrago 1 4 meses  necrética
17 399215 3721 M 43 GO GO Antebrago 1 2meses  celular
18 399677 3722 M 34 MG MG Perna 2 20 dias celular
19 68000 3723 M 42 BA Sao Cotovelo, 3 4 meses  granulomatosa
Sebastiado  antebragos
20 399676 3724 M 26 MG Planaltina  Abdome 2 2meses  necrotica



21 291806 3725 M 26 BA GO Perna, face 2 5meses  celular

22 74947 3726 M 37 SC GO Antebraco 9 2meses  granulomatosa

23 100580 3727 M 58 BA BA Antebrago 1 2meses  granulomatosa

24 401840 3728 M 15 PA PA pernaE 1 3 meses cicatricial

25 401887 3729 M 41 MG Gama Abdome 2 4 meses  necrdtica-
granulomatosa

26 401886 3730 F 64 MG Sobradinho Perna 1 30 dias granulomatosa

27 401910 3731 M 50 BA Ceilandia  Mao 2 3 meses  celular

28 401879 3732 M 15 DF Gama Perna 1 2meses  necrotica-
granulomatosa

29 402533 3733 M 41 PA Séo PernaD 1 2meses  celular

Sebastidao

30 402542 3734 M 18 MG MG PernaE 1 3 meses  granulomatosa

31 40075 3735 M 35 GO GO PernaE 1 3 meses  granulomatosa

32 40660 3737 F 24 PI PI joelhoD 1 15 dias celular

33 40072 3739 F 55 GO GO pernaE 1 45 dias cicatricial

34 41446 3740 M 16 AC AC MéaoD 1 3 meses  necrotica-
granulomatosa

35 41434 3741 M 71 MG GO Pescoco 1 2meses  granulomatosa

36 41404 3744 M 27 Antebrago; 3 4 meses  granulomatosa

face
37 42322 3745 M 33 DF Fercal 1 1mes celular
38 270404 3746 M 19 Pl PA BragoD, 1 5meses  celular
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Tabela 1. Relacao dos pacientes estudados discriminando numero de bidpsia,

prontuario, sexo, idade, naturalidade e local de infeccao, numero de lesoes,

localizacao das les6es, tempo de evolucao das lesdes (em dias, meses e anos) e

o padrao histopatolégico das bidpsias. (Continuacao)

NUmero Prontuario Bidpsia  Sexo Idade Naturalidade Local de Local das Numero Tempo de Padrao
dos Infecgao lesbes de lesbes evolugdo histopatoldgico
casos das das bidpsias
lesbes em
dias e
meses
39 42278 3747 F 35 GO Sao dorso 1 1 mes necrot-granul
Sebastido
40 57685 3748 F 30 TO PA Rosto, varias 3 meses  necrot-granul
torno,
41 47251 3749 F 40 DF GO 2meses cicatricial
42 329178 5108 M 26 GO Sao Perna D 1 3 meses  granulomatosa
Sebastido
43 325305 4629 M 17 DF Sao TornozeloD 2 3 meses  necrotica
Sebastidao
44 258478 3273 M 31 BA BA Brago D 1 5meses  necroética
45 263359 3277 F 18 TO malarE 3 2 anos granulomatosa
46 329178 5200 M 22 GO Séo Perna D 1 3 meses  celular

Sebastiao



Tabela 2. Distribuicao dos pacientes segundo o sexo.

sexo
Sexo Freqgiiéncia | Percentual
Masculino 35 76,1
Feminino 11 23,9
Total 46 100,0

Dos 46 pacientes estudados, 76,1% sao do sexo masculino e 23,9% do
sexo feminino (Tabela 2).

Tabela 3. Distribuicao dos pacientes segundo a naturalidade.

Naturalidade

Naturalidade Freqgiiéncia | Percentual
BA 9 19,6
DF 9 19,6
GO 8 17,4
MG 6 13,0
TO 4 8,7
PA 2 4,3
Pl 2 4,3
AC 1 2,2
CE 1 2,2
PE 1 2,2
SC 1 2,2
SP 1 2,2
Nao respondeu 1 2,2

Total 46 100,0

Em relacdo as regides do Brasil os pacientes foram assim provenientes:
Nordeste: Bahia (19,6%), Piaui (4,3%), Ceara (2,2%) e Pernambuco (2,2%); Centro-
oeste: Distrito Federal (19,6%), Goias (17,4%) e Tocantins (8,7%); Sudeste: Minas
Gerais (13,0%) e Sao Paulo (2,2%); Sul: Santa Catarina (2,2%); Norte: Acre (2,2%) e
Para (4,35) (Tabela 3).



Tabela 4. Distribuicao dos pacientes segundo o local do contagio.

Contato
Contato Freqgiiéncia | Percentual

GO 11 23,9
Sao Sebastido 7 15,2
BA 5 10,9
MG 3 6,5
PA 3 6,5
Ceilandia 2 4,3
Fercal 2 4.3
Gama 2 4,3
Planaltina 2 4.3
TO 2 4.3
AC 1 2,2
CE 1 2,2
MT 1 2,2
Pl 1 2,2
Sobradinho 1 2,2
Nao respondeu 2 4,3

Total 46 100,0

Na distribuicdo dos pacientes segundo o local do contagio, o Distrito Federal
esteve relacionado no histérico de 16 pacientes, provenientes da Ceilandia, Gama,
Planaltina e Sao Sebastido e Sobradinho. Os casos importados foram a maioria e
provenientes principalmente dos estados de Goias, Bahia, Minas Gerais e Para. A
grande maioria deles era de fora do Distrito Federal (28 pacientes, 60,9%) e 16
pacientes eram do DF (34,8%) (Tabela 4).

Tabela 5. Distribuicao dos pacientes segundo o local da lesao.

Local da Lesao

Local da Lesao Freqgiiéncia | Percentual
Perna 6 13,0
Antebraco 4 8,7
Abdome 3 6,5
Dorso 3 6,5
PernaD 3 6,5
Braco D 2 4.3
Mao 2 4,3
Pavilhao auricular 2 4.3
PernaE 2 4,3
pernakE 2 4.3
Abdomen 1 2,2
Antebraco D 1 2,2
Antebraco; face 1 2,2
Cotovelo 1 2,2
Cotovelo, antebracos 1 2,2
MaoD 1 2,2
Nariz, PunhoE, méao E 1 2,2
Perna, face 1 2,2
Pescoco 1 2,2




Numero de lesoes

Tabela 6. Distribuicao dos pacientes segundo o numero de lesées.

Numero de lesoes Freqiiéncia | Percentual

1 31 67,4

2 6 13,0

3 6 13,0

7 1 2,2

9 1 2,2

10 1 2,2
Total 46 100,0

A maioria dos pacientes analisados apresentou uma lesao (31 pacientes,

67,4 %) localizada em membros superiores (34,8%) e inferiores (34,8%). Na face foram
observadas lesdes em 08 pacientes (17,4%). As lesdes de dorso e tronco ocorreram em
igual numero de pacientes (8,7%). Em dois pacientes nao foi possivel a identificacao do
local da leséo (Tabelas 5 e 6).

Tabela 7. Distribuicao dos pacientes segundo o padrao histopatologico da lesao.

Padrao
Padrao Fregiiéncia | Percentual

Celular 15 32,6
Cicatricial 4 8,7
Granulomatosa 15 32,6
Necrética 6 13,0
Necrotica-Granulomatosa 6 13,0

Total 46 100,0




Dos 46 pacientes, 32,6% estdo classificados no padrdao exsudativo celular
(Fig.1), 32,6% no padrdao exsudativo granulomatoso (Fig.3 e 4), 13,0% no padrédo
exsudativo necroético (Fig.2), 13,0% no padrdo exsudativo necrotico-granulomatoso
(Fig.5) e 8,7%, no padréo cicatricial (Fig.6) (Tabela 7).

Tabela 8. Comparativo entre as variaveis idade, numero de les6es e tempo de
evolucao das lesoes em dias.

variavel N | Média | Desvio- | Minimo | Maximo | Mediana Percentis
padrao 25 50 75
Idade 46| 32,3 16,0 6,0 73,0 27,0 21,0 27,0 41,0
Nlmero de lesbes (46| 1,9 2,0 1,0 10,0 1,0 1,0 1,0 2,0
Tempo (dias) 46| 155,8 | 208,1 15,0 730,0 90,0 60,0 90,0 | 120,0

Os pacientes tinham entre 6 e 73 anos e a maioria apresentou de 41 anos
de idade na época da pesquisa (Tabela 8).

O numero de lesdes variou entre 1 e 10 e a maioria (75% dos pacientes)
apresentou uma lesao (Tabela 8).

O tempo minimo de aparecimento das lesbes foi 15 dias, o maximo, 730
dias (2 anos) e 75% dos pacientes desenvolveram as lesdes em até 120 dias (Tabela
8).

Tabela 9. Comparativo entre as variaveis média, desvio-padrao, mediana e
percentis para os marcadores imunocelulares e de apoptose.



variavel N | Média | Desvio- | Minimo | Maximo | Mediana Percentis
padrao 25 50 75
CD1a 46| 176,6 | 140,1 0,0 530,9 161,6 69,3 | 161,6 | 253,9
CD8 46(1284,2| 731,1 0,0 2562,3 1385,0 | 807,9 | 1385,0|1800,6
CD15 46| 166,6 | 376,3 0,0 2377,7 46,2 0,0 46,2 | 161,6
CD20 46| 489,1 | 362,8 0,0 1431,2 346,3 207,8 | 346,3 | 761,8
CD45 45/2151,8| 1083,1 | 277,0 | 4916,9 20776 |1477,4|2077,6|2585,4
CD68 451214 4| 522,8 46,2 2562,3 1177,3 | 969,5 |1177,3|1546,6
Bcl2 43| 964,2 | 848,1 0,0 4339,8 807,9 369,3 | 807,9 [1362,0
Bclx 45| 36,4 79,7 0,0 461,7 0,0 0,0 0,0 46,2
BAX 46| 69,8 | 222,6 0,0 1131,1 0,0 0,0 0,0 0,0
p53 45| 4345 | 486,2 0,0 1731,3 253,9 46,2 | 253,9 | 669,4
CDh4 42(1096,2| 611,9 92,3 2631,6 934,9 738,7 | 934,9 | 1523,5

Para alguns marcadores imunohistoquimicos, o N apresentado € inferior a 46 (nimero
de pacientes deste estudo); isto aconteceu devido a ndo adesdo do fragmento de bidpsia a lamina.

Nestes casos, o resultado esta apresentado como “ausente” (Tabela 9 e Anexo 1).

Tabela 10. Comparativo entre os marcadores imunes celulares e de apoptose e o
tempo de evolucao das lesoes (em dias).

Andlise de variancia (ANOVA)
Comparacao entre o tempo (em dias) e os marcadores

Valor F para Modelo

Padrao anova p-valor
CD1a 0,81 0,3732
CD8 3,90 0,0546
CD15 0,46 0,4993
CD20 0,97 0,3308
CD45 1,90 0,1752
CD68 2,23 0,1425
Bcl2 4,54 0,0391
Bclx 6,91 0,0119
Bax 0,61 0,4384
P53 1,34 0,2534
CD4 2,84 0,0998

De acordo com esta tabela verifica-se que existe diferenga significativa
somente entre o tempo e os marcadores Bcl-2 e Bcl-x (Tabela 10).

tempo x Bcl2
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Grafico 1. Comparativo entre tempo de evolucao da lesao em dias e Bcl-2.

Verifica-se que Bcl-2 aumenta com o aumento do tempo de evolucao da
lesdo (em dias). O aumento de uma unidade no tempo (um dia) causa um aumento de
1,25 na variavel Bcl-2 (p-valor = 0,0391). (Gréfico 1).
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GRAFICO 2. Comparativo entre tempo de evolucio da lesdo em dias e Bcl-x.

Verifica-se que o Bcl-x aumenta com o aumento do tempo de evolucéao das
lesbes em dias. O aumento de uma unidade no tempo (um dia) causa um aumento de
0,14 na variavel Bcl-x (p-valor=0,0119) (Grafico 2).
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Padrao N Média
Necrética-Granulomatosa 6 219,3
Necroética 6 215,5
Celular 15 172,4
Granulomatosa 15 158,5
Cicatricial 4 138,5

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que
nao existe diferenga significativa entre os grupos

GRAFICO 3. Comparativo entre os padroes histopatolégicos e CD-1a.



Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre CD-
1a e os padrdes histopatol6gicos das bidpsias, pois o p-valor obtido foi maior do que
0,05 (p-valor = 0,8266). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé
de comparacao multipla de médias (Gréfico 3 )(Fig.7).



Médias dos padroes para CD8
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Médias de CD8 para os padroes

Padrao N Média
Granulomatosa 15 1611,3
Necrética 6 1408,1
Necrética-Granulomatosa 6 1261,9
Celular 15 1223,4
Cicatricial 4 132,7

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe diferenga
significativa entre os grupos

GRAFICO 4. Comparativo entre os padrdes histopatolégicos e CD-8.

Verifica-se que embora o p-valor € menor que 0,05 (p-valor = 0,0057)
indicando diferencga estatisticamente significante entre os padrdes histopatolégicos e o
CD-8, o teste de Scheffé mostra que o padrdo exsudativo granulomatoso, exsudativo
necrético, exsudativo necrético-granulomatoso e exsudativo celular ndao diferem entre si
e que os padroes exsudativo celular e cicatricial também nao diferem entre si
(GRAFICO 4)(Fig.9).



Médias dos padrées para CD15
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Padrao N Média
Necrética-Granulomatosa 6 650,2
Granulomatosa 15 135,4
Celular 15 89,3
Necrética 6 42,3
Cicatricial 4 34,6

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe diferenga
significativa entre os grupos

GRAFICO 5. Comparativo entre os padroes histopatolégicos e CD-15.

Verifica-se que embora o p-valor € menor que 0,05 (p-valor = 0,0126)
indicando diferenca estatisticamente significante entre os padrdes histopatolégicos e o
CD-15, o teste de Scheffé mostra que o padrao exsudativo granulomatoso, exsudativo
necrético-granulomatoso e exsudativo celular ndo diferem entre si e que os padroes
exsudativo granulomatoso, exsudativo celular, exsudativo necrotico e cicatricial também
nao diferem entre si (GRAFICO 5)(Fig.10).



Médias dos padroes para CD20
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Médias de CD20 para os padroes

Padrao N Média
Necrética 6 831,0
Necrética-Granulomatosa 6 661,7
Granulomatosa 15 470,4
Celular 15 389,3
Cicatricial 4 161,6

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe
diferenga significativa entre os grupos

GRAFICO 6. Comparativo entre os padrdes histopatolégicos e CD-20.

Verifica-se que embora o p-valor € menor que 0,05 (p-valor = 0,018)
indicando diferenga estatisticamente significante entre CD-20 e os padrbes
histopatoldgicos, o teste de Scheffé mostra que os padrdes exsudativo necroético,
exsudativo granulomatoso, exsudativo necrético-granulomatoso e exsudativo celular
nao diferem entre si e que os padrdes exsudativo necrético-granulomatoso, exsudativo
granulomatoso, exsudativo celular e cicatricial também n&o diferem entre si (GRAFICO
6) (Fig.11).



Médias dos padrées para CD45
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Padrao N Média
Granulomatosa 14 2659,6
Necrética-Granulomatosa 6 2523,8
Necroética 6 2161,0
Celular 15 1763,6
Cicatricial 4 1258,1

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que néo existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 7. Comparativo entre os padroes histopatolégicos e CD-45 RO.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre CD-
45 e os padrdes histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor =
0,0684). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparacao
multipla de médias (GRAFICO 7) (Fig.12).



Médias dos padrées para CD68
Celular
Cicatricial |

Granulomatosa

Padroes

Necrética

Necrética-Granulomatosa

0 500 1000 1500 2000

Média

Médias de CD68 para os padroes

Padrao N Média
Granulomatosa 15 1571,2
Necrética-Granulomatosa 6 1438,9
Necrética 6 1138,8
Celular 15 1020,3
Cicatricial 4 380,9

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que néo existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 8. Comparativo entre os padroes histopatolégicos e CD-68.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre CD-
68 entre os padrdes histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi igual a 0,0001. De acordo
com o teste Scheffé de comparacao mdultipla de médias, verifica-se que nao existe
diferenga entre o0s padroes exsudativo granulomatoso, exsudativo necrético-
granulomatoso, exsudativo necrético e exsudativo celular, mas estes diferem do
cicatricial, ou seja, sao estatisticamente maiores do que este. Entretanto verifica-se que
nao existe diferenca entre os padroes exsudativo celular e cicatricial (GRAFICO 8)
(Fig.13).



Médias dos padroes para BCL2
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Padrao N Média
Granulomatosa 6 1531,2
Necrética 15 1158,8
Necrética-Granulomatosa 6 881,0
Celular 14 621,6
Cicatricial 2 450,1

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que ndo existe
diferenca significativa entre os grupos

GRAFICO 9. Comparativo entre os padroes histopatolégicos e Bcl-2.

Verifica-se que nao existe diferenga estatisticamente significante entre Bcl-2
entre os padrdes histopatolégicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor =
0,1582). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparagéo
multipla de médias (GRAFICO 9)(Fig.14).



Médias dos padroes para BCLx
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Médias de Bclx para os padroes

Padrao N Média
Granulomatosa 15 58,5
Necrética 6 38,5
Necrética-Granulomatosa 6 26,9
Celular 15 21,5
Cicatricial 3 15,4

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 10. Comparativo entre os padroes histopatoldgicos e Bcl-x.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre Bcl-x
e 0s padrées histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor =
0,7587). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparacao
multipla de médias (GRAFICO 10) (Fig.15).



Médias dos padrées para Bax
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Padrao N Média
Necrética 6 211,6
Necrética-Granulomatosa 6 73,1
Cicatricial 4 69,3
Granulomatosa 15 67,7
Celular 15 13,9

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe
diferenca significativa entre os grupos

GRAFICO 11. Comparativo entre os padrdes histopatolégicos e Bax.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre Bax
e 0s padrdes histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor =
0,5114). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparacao
multipla de médias (GRAFICO 11) (Fig.16).



Médias dos padrées para P53
Celular
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Médias de P53 para os padroes

Padrao N Média
Cicatricial 3 6771
Necrética 6 600,2
Necrética-Granulomatosa 6 515,5
Granulomatosa 15 4417
Celular 15 280,1

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que ndo existe
diferenca significativa entre os grupos

GRAFICO 12. Comparativo entre os padrdes histopatolégicos e p53.

Verifica-se que néo existe diferenca estatisticamente significante entre p53
e 0s padrdes histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor =
0,5543). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparacao
multipla de médias (GRAFICO 12) (Fig.17).
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Granulomatosa 14 1207,0
Necrética-Granulomatosa 4 1203,2
Celular 14 906,9
Cicatricial 4 854,1

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que néo existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 13. Comparativo entre os padroes histopatoldgicos e CD-4.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre CD-4
entre os padroes histopatolégicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-
valor=0,4571). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de
comparacao multipla de médias (GRAFICO 13).



Médias dos padroes para blc2/bax
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Médias de blc2/bax para os padroes

Padrao N Média
Necrética 3 70,5
Granulomatosa 2 35,5
Celular 1 26,0
Cicatricial 1 4,3
Necrética-Granulomatosa 2 3,0

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que néo existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 14. Relacao entre Bcl-2/Bax.

Para fazer a analise da razdo Blc-2/Bax retiraram-se as observagdes iguais
a zero do Bax e do Bcl-2, ficando com somente 9 observacdes. Verifica-se que nao
existe diferenga estatisticamente significante para a razdo Bcl-2/Bax entre os padrdes
histopatolégicos, pois o p-valor obtido foi maior do que 0,05 (p-valor = 0,8683). Este
resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé de comparacao mdltipla de
médias (GRAFICO 14).
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Médias do numero de lesGes para os padroes
Padrao N Média
Necrética-Granulomatosa 6 2,7
Granulomatosa 15 1,9
Celular 15 1,9
Cicatricial 4 1,5
Necrotica 6 1,3

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que nao existe diferenga
significativa entre os grupos

GRAFICO 15. Comparativo das médias entre os padroes histopatoldgicos e o

numero de lesoes.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante para o
nuamero de lesdes e os padroes histopatoldgicos, pois o p-valor obtido foi maior do que
0,05 (p-valor = 0,8266). Este resultado também pode ser confirmado no teste Scheffé

de comparacao multipla de médias (GRAFICO 15).



Médias dos padroes para o tempo em dias
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Médias do tempo em dias para os padroes

Padrao N Média
Granulomatosa 15 257.,7
Necrética-Granulomatosa 6 186,7
Necrética 6 110,0
Cicatricial 4 108,8
Celular 15 72,3

Nota: Teste Scheffé - Linha continua indica que néo existe diferenca
significativa entre os grupos

GRAFICO 16. Comparativo das médias entre os padroes histopatolégicos e o
tempo de evolucao das lesdes em dias.

Verifica-se que nao existe diferenca estatisticamente significante entre o
tempo de evolucao das lesdes em dias e os padrdes histopatolégicos, pois o p-valor
obtido foi maior do que 0,05 (p-valor = 0,153). Este resultado também pode ser
confirmado no teste Scheffé de comparacao multipla de médias (GRAFICO 16).
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GRAFICO 17. Distribuicao de frequéncia entre os padroes histopatologicos e o
sexo.

TABELA 11. Comparativo entre o padrao histopatoldgico e o sexo.

Distribuicao do padrao dos pacientes de acordo com o sexo.

Masculino Feminino Total
Padrao Freq % Freq % Freq %
Celular 3 20,0 12 80,0 15 100,0
Cicatricial 2 50,0 2 50,0 4 100,0
Granulomat 4 26,7 11 73,3 15 100,0
Necroética 0 0,0 6 100,0 6 100,0
Necrotica-Gl 2 33,3 4 66,7 6 100,0

Teste utilizado: Teste Exato de fisher - p-valor = 0,4130

De acordo com a de distribuicio de freqléncia entre os padrbes
histopatolégicos e o sexo, verifica-se que n&o existe diferenga estatisticamente
significante, pois o p-valor obtido no teste exato de Fisher foi de 0,4130. Embora a
distribuicdo do sexo aparentemente seja diferente para cada padréo, esta diferenca nao
€ estatisticamente significante (TABELA 11 e GRAFICO 17).



Figura 1. Caso 42. Infiltrado linfo-histioplasmocitario.

Padrao exsudativo-celular. HE 40X

Figura 3. Caso 18. Granuloma em
organizagdo com  células-gigantes e
histiocitos. Padrao exsudativo

granulomatoso. HE 40X

Figura 5. Caso 10. Necrose e granuloma

organizado com células-gigantes e

Figura 2. Caso 6. Linfdcitos, histiocitos e

plasmoécitos em area de necrose. Padrao
exsudativo-necroético. HE 40X

Figura 4, Caso 22, Granuloma
desorganizado. Células-gigantes, linfocitos,
plasmocitos e amastigotas de Leishmania no
intersticio. Padrao exsudativo

granulomatoso. HE 40X

histiocitos. Padrao exsudativo necrotico-
granulomatoso. HE 40X



Figura 6. Caso 24. Escassos linfdcitos, cicatricial.HE 40X
neoformacdao vascular e fibrose. Padrao

Figura 7. Caso 9. CD-1a identificando células Figura 8. Caso 20. CD-4 identificando
de Langerhans.HE 40X linfécitos T helper. HE 40X

Figura 9. Caso 30. CD-8 identificando
linfocitos T supressores. HE 40X



54

Figura 10. Caso 25. CD-15 identificando 40X
polimorfonucleares em area de necrose. HE

Figura 11. Caso 19. CD-20 identificando Figura 12. Caso 21. CD-45RO identificando
linfocitos B. HE 40X. linfécitos pan-T. HE 40X.
Figura 13. Caso 23. CD-68 identificando Figura 14. Caso 31. Bcl-2. HE 40X.

células de Langerhans. HE 40X



Figura 15. Caso 25. Bcl-X. HE 40X.

Figura 17. Caso 10. p53. HE 40X

Figura 16. Caso 37. Bax. HE 40X
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7. DISCUSSAO

No material de estudo e considerando tratar-se de uma amostra de
pacientes que procuraram espontaneamente o Ambulatério de Dermatologia do HuB
€ mesmo de se esperar que o local mais freqlente de infeccao seja o Distrito Federal
sendo os pacientes provenientes das cidades-satélites Planaltina, Samambaia, Sao
Sebastidao, Ceilandia, Gama e Sobradinho. Os casos de fora do Distrito Federal
foram provenientes principalmente dos estados de Goias, Bahia, Minas Gerais e
Para confirmando, portanto, a tendéncia observada nos anos anteriores. O custo de
vida elevado observado no Plano Piloto (Asa Norte, Asa Sul, Lago Norte e Lago Sul)
pode ser o responsavel por um grande numero de pessoas vivendo nas cidades-
satélites. Estes locais, que guardam proximidade as zonas de matas existentes no
Distrito Federal, aliados a introducdo da pratica do ecoturismo e subseqlente
exploracdo da mata do cerrado, podem ter contribuido para o aumento do nimero de
novos casos nesta regido. A participacdo de pacientes do DF foi expressiva,
considerando-se que até ha poucos anos nao se registravam casos de LTA nessa
unidade da Federagdo. Em 2003, alias, foi registrado um surto na cidade de Sao
Sebastido, reforcando a autoctonia da doenca no DF. Suportando essas
observacodes, pesquisas revelam a presenca de vetores da doenca no DF, ainda que
neles ndo tenham sido encontrados parasitas (NAME et al, 2005).

Neste trabalho, constatou-se a predominancia do sexo masculino
(76,1%) sobre o sexo feminino (23,9%). A alta taxa de incidéncia em pacientes do
sexo masculino esta relatada em outros estudos (NIMRI, 2002) e pode estar
relacionada a uma maior exposicao deste sexo a locais endémicos onde € mais
comum a picada de insetos (viagem a trabalho e/ou lazer). Relacionando a
distribuicdo dos padrbes histopatolégicos com a variavel sexo, a amostra, ainda que
predominantemente de pacientes do sexo masculino, ndo demonstrou nenhuma
diferenca estatisticamente significativa em relacao sexo.

Em relagcdo ao numero de lesbes, a maioria dos pacientes apresentou

uma lesao localizada em membros superiores e/ou inferiores. Na face, dorso e tronco
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as lesbes ocorreram em menor numero. Em dois pacientes ndo foi possivel a
identificacdo do local da lesdo. Estes dados estdo de acordo com os relatos de
FALQUETO & SESSA (2005), onde os pacientes normalmente apresentam uma ou
poucas lesoes iniciais, no local da inoculacdo do parasita pelo inseto e em areas
expostas do corpo onde o mosquito tem facil acesso. Os pacientes que reagem a
infeccdo com adequada resposta imune celular, que sdo a maioria, desenvolvem a
forma localizada da doenca, restrita a um ou mais sitios primarios de inoculacao do
parasita. Entretanto, em pequena parcela de individuos com inadequada resposta
imune celular, surgem vaérias lesdes secundarias na pele (mais de 20 lesdes), a
chamada forma disseminada (FALQUETO & SESSA, 2005). Nesta pesquisa, todos
0s pacientes apresentaram resposta imune celular verificada através dos marcadores
de linfécitos T (CD-4, CD-8 e CD45 RO) e nenhum deles desenvolveu a forma
disseminada da doenga.

No presente trabalho foram reconhecidos os seguintes padroes
histopatoldgicos: exsudativo celular, exsudativo necrético, exsudativo necrético
granulomatoso, exsudativo granulomatoso e cicatricial. Dos cinco padrdes descritos,
exsudativo celular e exsudativo granulomatoso foram os mais freqiientes. Exsudativo
celular foi observado na maior parte das lesbes que se desenvolveram em até 5
meses de evolucao, e o padrao exsudativo granulomatoso foi predominante naquelas
cujas lesbes se desenvolveram em até 2 anos. Observa-se entdo que, apos
apresentacao histopatoldgica inicial (exsudativo celular), os padrées exsudativo
necrético e necrético granulomatoso surgem e evoluem para a apresentacao
histopatoldgica final, o padrdo exsudativo granulomatoso, confirmando os trabalhos
de MAGALHAES (1986). Segundo este autor, todos os padrdes histopatolégicos sdo
etapas de um mesmo processo que se superpdéem a reacao de base (exsudativo
celular). Por fim, foi encontrado um pequeno numero de pacientes com o padrao
cicatricial, sinalizando o estagio de resolugéo histolégica da doenca.

Quando foram relacionados os marcadores de imunofenotipagem (CD-
1a, CD-4, CD-8, CD-15, CD-20, CD-45R0O, CD-68) com os padrdes histopatolégicos
(exsudativo celular, exsudativo necrético, exsudativo necrético-granulomatoso,

exsudativo granulomatoso e cicatricial), observou-se que, embora alguns marcadores
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predominassem em certos padrdes histopatolégicos, nao houve diferenca
estatisticamente significante.

O estudo do CD-1a confirma a presenca células apresentadoras de
antigenos (APC) em todos os pacientes estudados. A inflamacéao suscitada pela LC
ativa as APC porque estas iniciam e modulam as respostas imunes. As APC sao
componentes normais na pele humana (CERIO, 1993) e reconhecem diretamente os
antigenos através de seus receptores (BLANK apud CUTLER 2001). A ligacao com
estes receptores é fundamental na resposta imune celular. As células B, precursoras
das células secretoras de anticorpo, podem reconhecer diretamente antigenos inatos
através de seus receptores, mas os linfécitos T necessitam que o antigeno seja
apresentado pelas APCs (BANCHEREAU, 1998).

CD-1a esteve discretamente predominante nos padrées necrético
granulomatoso e exsudativo necrético. Como os macréfagos estdo presentes em
grande numero nestes padrdes, seja em processo de necrose ou na formacao de
granulomas, é esperado que eles sejam identificados com freqiiéncia por este
marcador.

O imunomarcador CD-15 esteve presente em todos os pacientes, mas foi
expresso, principalmente, no padrao necrético granulomatoso. A positividade para o
CD-15 em tipos histolégicos que nao estdo associados a necrose (cicatricial, celular
e granulomatoso) esta relacionada a presenca de células dendriticas (células de
Langerhans da epiderme e células intersticiais da derme) (ALVES et al, 1999) que
s&o acionadas na resposta imune da LC (BLANK apud CUTLER, 2001).

A positividade para CD-15 nos padrbées histopatolégicos que tém
necrose (necrético e necrético-granulomatoso) identifica polimorfonucleares na area
central da lesdo. Para RIDLEY (1979) e MAGALHAES (1986), a necrose resulta de
reacdao antigeno-anticorpo, fixacdo de complemento e atragdo para os tecidos de
granulécitos neutréfilos que apos sua explosdo citotdxica resulta em dano tissular
necrético e constitui um mecanismo importante da lise dos parasitas. Na fase inicial
da necrose, a maioria das formas amastigotas seria eliminada junto com o material
necrético, através da Ulcera e, em fase posterior, ocorreria a degradacdo de
parasitas remanescentes, precedendo a resolucao. A predominancia deste marcador



59

era esperada também no padrdo exsudativo necrético, o que ndo ocorreu neste
estudo.

Ao estudar o CD-68 observou-se que todos os pacientes apresentaram
marcacao celular, com predominio no padrdo exsudativo granulomatoso seguido
pelo exsudativo necrético granulomatoso, o que demonstra que ha ativacdo dos
macréfagos e células de Langerhans no processo inflamatério gerado na LC.

A marcagao para o CD-45R0 foi mais expressiva no padrdao exsudativo
granulomatoso, seguido pelo padrao exsudativo necrético granulomatoso. Uma
provavel explicacdo € o recrutamento de linfocitos para a formacao do granuloma. A
analise da frequéncia de células B (utilizando o marcador CD-20) e de células T
(marcador CD-45RQ0), demonstrou uma contagem numérica de CD-45RO quatro
vezes superior a do CD-20. Deste modo, pode-se demonstrar o predominio da
resposta imune celular em relagdo a resposta humoral em todos os pacientes,
semelhante ao verificado por VIEIRA et al (2002).

A resposta imune celular esta representada pelos linfocitos
T CD-4 e T CD-8. As células T CD4 podem ser fontes de citocinas no meio local da
ativacdo primaria de células T especificas a Leishmania. Estas células estdo
divididas em 2 sub-populagdes, Th1 e Th2. As caracteristicas diferentes destas sub-
populagdes implicam em fung¢des diferentes no curso da elaboragdo da resposta
imune. As células Th1 estao envolvidas principalmente na eliminacao de patégenos
intracelulares e nas respostas imunoldgicas do tipo celular. Por outro lado, os
linfécitos ditos do tipo Th2 estdo envolvidos na inducdo da resposta humoral
(PINHEIRO 2004).

Todos os pacientes que foram avaliados nesta pesquisa
apresentaram involucao das lesbes, entdo, apresentaram uma predominancia da
resposta imune celular com caracteristicas da sub-populagéo Th1.

Os marcadores CD-4 e CD-20 predominaram no padrao exsudativo
necrético. A tendéncia a predominancia do CD-4 no padrao exsudativo necrotico que
se verificou neste trabalho, esta de acordo com estudos de TERABE et al (2000) que
observou o papel das células CD-4 no desenvolvimento de Ulceras em ratos
infectados por Leishmania amazonensis. A tendéncia a marcacdo de CD-20
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predominar neste mesmo padrdo pode ser atribuida ao recrutamento de células B
responsaveis pela producédo de anticorpos que devem participar da reacao antigeno-
anticorpo na génese da necrose imuno-induzida como proposto por MAGALHAES
(1986).

O papel das células B na Leishmaniose ainda ndo esta claro. Altos
niveis de anticorpos estdo presentes nas formas clinicas mais severas da doenca
cuténea, a LC difusa. Parece que as células B sao importantes na indug¢éo da reagao
de hipersensibilidade tardia em cepas de camundongos resistentes além de
participarem do desenvolvimento da resposta humoral em animais suscetiveis
(VIEIRA et al, 2002).

Alguns dados sobre a fungéo dos linfocitos B foram obtidos através do
estudo com modelos experimentais de LC em animais que nao produziam células B.
Quando estes animais receberam IL-7 (fator hematopoiético de células B) ou células
B se verificava um aumento da suscetibilidade a doenca. Por outro lado, na
Leishmaniose visceral, 0 aumento da resisténcia foi demonstrado em camundongos
sem células B maduras (GOTO & LINDOSO, 2004).

Para distinguir o efeito das células B daqueles
causados pelas imunoglobulinas, os pesquisadores estudaram ratos geneticamente
modificados que nao produziam anticorpos circulantes, com e sem células B
funcionantes. Estes estudos mostraram que a presenca de anticorpos circulantes é
crucial para o desenvolvimento da suscetibilidade na LC. Pesquisas in vitro com
amastigotas obtidos em lesdes de LC mostram que estas formas sdo opsonizadas
por lgG e internalizadas por macrofagos, o que leva a producdo de IL-10 e,
consequente, a multiplicacdo intracelular do parasita (GOTO & LINDOSO, 2004).
Enquanto as células T CD-4 tém seu papel bem esclarecido na evolucdo da
Leishmaniose, tanto na forma tegumentar como na visceral, 0s pesquisadores ainda
nao tém dados conclusivos sobre a fungédo das células T CD-8. Apesar das células T
CD-8 demonstrarem serem importantes para a imunidade da reinfeccdo em
camundongos que obtiveram cura de suas lesdes primarias, camundongos C57BL/6
deficientes em CD-8 mantiveram sua habilidade de cura, bem como camundongos
tratados com anticorpos anti-CD-8, o que indica que estas células nao sao
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requisitadas para o controle primario da infeccao envolvendo altas doses de in6culo
por via sub-cutdnea em animais (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

No trabalho de GOTO & LINDOSO (2004) a resisténcia a infeccdo na
Leishmaniose visceral envolve nao s6 as células T CD-4, mas também as células T
CD-8, e a suscetibilidade envolve, entre outras, células B. Estes autores ressaltam a
participacdo das células T CD-8 na redugdo da carga parasitaria na leishmaniose
visceral. No presente trabalho, os pacientes apresentaram marcagao para CD-8, e,
de modo geral, houve predominio destas células sobre as células T CD-4. Como
todos os pacientes desta pesquisa apresentaram confirmacao de cura clinica, supde-
se que os linfécitos T CD-8 sejam realmente importantes no mecanismo de
resisténcia a LC. O linfécito T CD-8 estaria envolvido em dois mecanismos de
inativacao do parasita: a liberacao de IFN-y, uma das principais citocinas envolvidas
na lise da Leishmania, e a sua capacidade citotdxica que provoca a liberacao dos
parasitas através da lise de células hospedeiras infectadas que sado incapazes de
desencadear a morte intracelular do parasita. Esta liberacdo torna os parasitas
disponiveis para serem fagocitados por células mais responsivas aos sinais de
ativacao, como os macréfagos (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

Em cinetoplastideos como Leishmania, Trypanossoma cruzi e
Trypanossoma brucei, a morte celular programada tem importante papel na
regulacdo da complexa interacdo entre organismos multicelulares e unicelulares
permitindo o estabelecimento e a persisténcia da relacdo hospedeiro/parasita. O
fendbmeno de apoptose pode reduzir o inicio da inflamacéo e favorecer a evaséo do
parasita do sistema imune do hospedeiro (SHAHA, 2006).

A apoptose em células T tem sido relatada na Leishmaniose visceral
experimental. No estudo de GOTO & LINDOSO (2004) mais de 40% das células CD-
4 dos ratos suscetiveis, mas ndo dos ratos resistentes, sofreram apoptose. Além
disso, a apoptose foi detectada em células inflamatérias no figado e baco de
pacientes com infeccao por L. donovani. Estes autores estudaram ainda a apoptose
in vivo em hamsters com Leishmaniose visceral e observaram este fenbmeno na
fase inicial da infeccao por L. (L.) chagasi. Entretanto, assim que a doenca progrediu,

a apoptose desapareceu de células do figado e baco, sugerindo protecdo dos
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macréfagos contra a Leishmania. Segundo estes autores, deduz-se que com a
evolucao da infeccdo na Leishmaniose visceral a apoptose pode diminuir sua
expressao, desaparecendo das células do sistema imune.

Em nosso estudo, a andlise dos marcadores da apoptose em relagao ao
tempo de evolugédo da doenca, mostrou que, apds 2 anos, Bcl-2 e Bcl-x aumentaram
seus valores e isto foi estatisticamente significativo. Para cada aumento de um dia,
Bcl-2 aumentou 1,25 vez e o Bcl-x 0,14 vez em relagdo ao numero de células. O Bcl-
2 esta presente na membrana mitocondrial externa, na membrana nuclear e no
reticulo endoplasmatico (face citosodlica). A sua habilidade em regular a apoptose
parece estar relacionada a presencga de aminoacidos hidrofébicos inseridos entre as
membranas associados a estabilizacdo do gradiente de calcio entre o citoplasma e o
reticulo endoplasmatico. Formam-se poros regulaveis que permite o controle iénico e
assim, a supressao da apoptose pelo Bcl-2. A proteina pré-apoptética Bel-x tem
semelhancga estrutural com o Bcl-2 (BROWN, 1997) e devido a isto, pensa-se que o
efeito observado em um pode ser o mesmo em outro. Supde-se que, apds 2 anos de
doenca nao tratada, ocorra um desequilibrio ibnico que de algum modo favoreca a
permanéncia do parasita no local da infeccdo ou de modo sistémico e isto pode ser
identificado por imunohistoquimica. Estes achados abrem perspectivas para que
estudos sejam desenvolvidos no sentido de avaliar o papel deste complexo
mecanismo da morte celular em organismos unicelulares.

A compreensado do processo de morte celular dos macréfagos pode
oferecer novas possibilidades para o controle da infeccdo por LC. No presente
trabalho, levantou-se a hip6tese da participacdo da apoptose nos fenémenos
necréticos da LC. A apoptose seria uma maneira do parasita ser eliminado do tecido
com a eliminacao das células do sistema imune. No entanto, ndo houve identificagao
significativa dos marcadores anti (Bcl-2, Bax) ou pro-apoptéticos (Bax, p53) nos
padrées histolégicos. Especula-se se realmente o mecanismo de morte celular
programada nao & um fendmeno significativo nos pacientes com LC ou se a morte
das células estaria acontecendo por necrose e nao por apoptose.

A p53 identifica a presenga da lesdo do DNA por mecanismos

desconhecidos e ajuda no processo de reparagdo por produzir parada do
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crescimento celular e inducdo dos genes de reparo. A célula cuja reparacao é
impossivel é direcionada, deste modo, para a apoptose. Neste estudo, a marcacao
de p53, quando comparada com as dos demais marcadores de apoptose, embora
presentes, ndo apresentou diferenca estatisticamente significante nas bidpsias. Isto
poderia levar a suposicdo de que o dano celular observado na LC poderia néo
acontecer por um mecanismo de apoptose. No futuro, a elucidacdao de eventos
moleculares que regulam o processo de morte celular permitira a identificacao de
como a apoptose influencia o sistema imune do hospedeiro e dos alvos mais

suscetiveis a uma intervencao terapéutica mais eficaz.
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8. CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer uma relacdo positiva entre os padrdes histopatoldgicos e a resposta imune associada a LC nestes

pacientes.

A verificagdo, através da imunohistoquimica, do aumento de células T
sobre as células B reforca a predominancia da resposta imune celular sobre a
humoral na patogenia da LC nestes pacientes.

O uso de marcadores de apoptose e imune tissulares podem ser Uteis na
elucidacdo de eventos que regulam o processo de morte celular na interagao
hospedeiro —parasita.

A influéncia do tempo de evolucdo da doenga sobre os marcadores anti-apoptose abre a possibilidade de investigagcdo de um

desequilibrio i6nico que de algum modo favorece a permanéncia do parasita no local da infec¢@o na patogenia da Leishmaniose Cutanea.
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ANEXO 1. ACHADOS IMUNOHISTOQUIMICOS EM 46 PACIENTES PORTADORES DE

LEISHMANIOSE CUTANEA. NUMERO DE CELULAS POR MM3

71

gf::s/ia CD1a |CD8 CD15 |CD20 |CD45 |CD68 |BCL-2 |BCL-X |BAX |p53 CD4

1-3697 92,33 |854,10 |0 507,84 |877,19 |484,76 [11542 |0 0 0 92,33

2-3699 |46,16 138,50 |0 230,84 |1708,21 [900,27 |554,01 |0 0 0 738,68
3-3700 |323,17 |1985,22 |0 831,02 |4916,89 |1015,69 |1408,12 |0 0 46,16 | 969,52
4-3701 |46,16 |1084,94 |115,42 |253,92 |2585,41 |1223,45 646,35 |0 0 1015,69 | 761,77
5-3704 |438,59 | 1800,55 | 161,58 | 854,10 |877,19 |46,16 277,00 |0 0 23,08 | 277,00
6-3706 | 346,26 | 761,77 |69,25 138,50 |1008,31 |1108,03 |4339,79 |0 23,08 |530,93 |1108,03
7-3708  |69,25 |1061,86 |300,09 |0 277,00 |1408,12 |969,52 [92,33 |0 23,08 |715,60
8-3709 |253,92 |2008,31 |115,42 | 715,60 |3762,69 |1592,79 |2031,39 |46,16 |0 554,01 | 946,44
9-3710  |300,09 | 1615,88 | 92,336 | 1431,20 |1939,05 | 1108,03 | 369,34 /69,25 |0 530,93 |761,77
10-3711 | 161,58 |1754,38 | 161,58 | 207,75 |2585,41 |1662,04 | 738,68 |0 0 484,76 | 300,09
11-3712 | 138,50 | 207,75 |0 138,50 |761,77 |230,84 |Ausente | Ausente | 184,67 |300,09 |484,76
12-3714 | 184,67 |1915,97 |92,336 | 530,93 |1315,78 |1569,71 |854,10 |0 0 46,16  |507,84
13-8076 | 161,58 | 253,92 |438,59 |1015,69 | 877,19 |900,27 |207,75 [23,08 |0 230,84 | 900,27
14-3716 |230,84 | 1546,62 |0 530,93 |2816,25 | 2031,39 | 1592,79 |461,68 |23,08 |92,33 |507,84
15-3718 | 253,92 |2100,64 |115,42 |323,17 |1131,11 |1084,94 | 600,18 |23,08  |23,08 |484,76 |253,92
16-3720 |0 1315,78 |0 761,77 |2308,40 |1131,11 |1754,38 (9233 |0 1061,86 | 1477,37
17-3721 |69,25 |1454,29 |415,51 |530,93 |2169,89 |1177,28 |1708,21 |69,25 |0 277,00 |807,94
18-3722 69,25 |11542 |300,09 | 369,34 |1546,62 |1061,86 |392,42 [69,25 |0 115,42 | 877,19
19-3723 |69,25 |2446,90 |23,08 |923,36 |1638,96 |1638,96 |1246,53 |0 0 692,52 | 969,52
20-3724 |92,33 |1731,30 |0 669,43 |2446,90 |1431,20 [1131,11 |0 0 1223,45 | 1708,21
21-3725 | 184,67 | 2562,32 |0 507,84 |2331,48 |1985,22 |253,92 (6925 |0 1131,11 | 1892,89
22-3726 | 161,58 | 1154,20 |0 346,26 |1523,54 | 1500,46 | 738,68 |0 0 46,16 | 1777,46
23-3727 |0 1315,78 |461,68 | 207,75 |2723,91 |2008,31 [392,42 |0 0 1246,53 | Ausente
24-3728 |138,50 92,33 |0 115,42 |2285,31 |277,00 |507,84 |46,6 |0 1338,87 | 600,18
25-3729 | 161,58 | 1800,55 |530,93 |877,19 |2216,06 |992,61 |1131,11 [161,58 |0 46,16 | 1754,38
26-3730 |0 877,19 207,75 |0 1477,37 | 1315,78 [807,94 |0 0 715,60 |1523,54
27-3731 |0 2516,15 |0 854,10 |2146,81 |1177,28 | 715,60 |0 0 207,75 |1061,86
28-3732 |530,93 |0 0 115,42 |854,10 |1154,20 |46,16 |0 230,84 |0 Ausente




seguinte
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ANEXO 1. ACHADOS MUNOHISTOQUIMICOS EM 46 PACIENTES PORTADORES DE
LEISHAMNIOSE CUTANEA. NUMERO DE CELULAS POR MM3 (CONTINUACAO)

Caso/ CD1a |CD8 CD15 |CD20 |CD45 CD68 BCL-2 BCL-X |BAX p53 CD4
Bidpsia

29-3733 |46,16 |1246,53 |0 207,75 |1823,63 |1108,03 | 923,36 0 0 207,75 |1523,54
30-3734 |23,08 |1777,46 |0 346,26 |4016,62 |1638,96 |1177,28 |0 0 92,33 1431,20
31-3735 |207,75|1615,88 23,08 |253,92 |3739,61 | 1800,55 |807,94 0 0 1731,30 |2262,23
32-3737 69,25 |392,42 (92,33 |184,67 |2123,73 | 600,18 |831,02 0 0 69,25 1685,13
33-3739 |161,58 115,42 |0 300,09 |600,18 |438,59 Ausente |0 0 Ausente | 923,36
34-3740 |69,25 |1477,37 831,04 | 738,68 |3578,02 |1546,62 |1200,36 |0 207,75 |438,59 |Ausente
35-3741 |46,16 |2054,47 | 230,84 |1061,86 | 3901,20 | 2562,32 |1892,89 207,75 [992,61 |946,44 |2631,57
36-3744 |346,26 | 1731,30 | 115,42 | 115,42 | Ausente | 1338,87 | 992,61 46,16 |0 161,58 |854,10
37-3745 |346,26 | 1477,37 | 46,16 | 207,75 |2077,56 | 1223,45 |Ausente 92,33 |184,67 |669,43 |Ausente
38-3746 |507,84 /992,61 |0 161,58 |2008,31 (831,02 |1361,95 |0 0 0 1108,03
39-3747 |0 1038,78 | 2377,65 | 1038,78 | 3416,43 | 2354,57 |1962,14 |0 0 1731,30 | 242,30
40-3748 |392,42 |1500,46 |0 992,61 |2493,07 | 923,36 |207,75, 0 0 392,42 |2516,15
41-3749 |115,42 /115,42 138,50 |92,43 |1385,04 |577,10 |392,42 0 92,33 [392,42 |1408,12
42-5108 |161,58 | 1061,86 69,25 |415,51 |3208,67 | 761,77 |530,09 0 161,58 |0 1892,89
43-4629 |184,67 877,19 |69,25 |715,60 |1708,21 | 969,52 |23,08 0 0 0 1361,95
44-3273 |369,34 | 2146,80 | 23,08 | 1269,62 | 3554,93 | 1084,94 | 115,42 69,25 |[115,42 |253,92 |1800,55
45-3277 |300,09 | 2423,82 | 23,08 |177,28 |4247,46 | 1246,53 |2262,230 |0 0 0 900,27
46-5200 |207,75/807,94 |46,16 |323,17 |1523,54 | 1200,36 | 161,58 0 0 0 807,94
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento visa assegurar os direitos do participante da pesquisa em consentir sua inclusédo no projeto
“Imunofenotipagem em Leishmaniose”.

O objetivo desta pesquisa é realizar o estudo das lesées da Leishmaniose Cuténea a fim de determinar fatores
relacionados com a patogenia da doenga.

Para isto, sera realizada bidpsia em todos os pacientes que apresentem lesdes cutdneas cujos aspectos séo
sugestivos da infecgdo por Leishmania. Este material sera submetido a estudo com marcadores
imunoistoquimicos para estabelecimento de uma possivel relacdo destes com as diferentes formas de
apresentacdo da doencga e diferentes respostas terapéuticas.

Os pesquisadores do projeto acima identificado assumem o compromisso de:

1. preservar a privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados;
que as informagdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para a execugéo do projeto em questao;
que as informagdes somente serdo divulgadas de forma an6nima, ndo sendo usadas iniciais ou
quaisquer outras indicagdes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

A participag@o nesta pesquisa tem carater voluntario, isenta de qualquer forma de remuneragéo ou custo para o
paciente.

E importante a assinatura do TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO pelo participante como
evidéncia de ele estar suficientemente esclarecido de todos os possiveis riscos e beneficios bem como de todas
as informagdes pertinentes a pesquisa.

Ressalta-se que o participante da pesquisa pode desistir dela a qualquer momento, sem prejuizo ao tratamento a
que sera submetido, momento a partir do qual este documento passa a ser desconsiderado.

O participante tem ainda o direito de recusar a sua inclusao neste projeto.

Esta pesquisa serd conduzida no ambulatério de Dermatologia do HUB e no laboratério de Anatomia Patolégica
da UnB, sob orientagdo do Prof.Dr. Albino Vergosa de Magalhdes e a pesquisadora Verbnica Maria Gongalves
Furtado, com a colaboracdo da equipe de dermatologistas e residentes do Hospital Universitario de Brasilia,
tendo a duragdo de no maximo um ano, a partir da data de aprovacéo pelo Comité de Etica Médica.

Dados do pesquisador:

Ver6nica Maria Gongalves Furtado
SQN 305 Bloco C Apto 104
Brasilia-DF

(061) 3037-6265 / (061) 9267-6265



Brasilia, junho de 2005.

(participante da pesquisa)
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