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“Somehow | know that there's a place up above with no more hurt and
struggling, free of all atrocities and suffering.
Because | feel the unconditional love from one who cares enough for me
to erase all my burdens and let me be free to...
Fly like a bird, take to the sky! | need you now Lo  rd carry me high.
Don't let the world break me tonight | need the str  ength of you by my side.
Sometimes this life can be so cold,

| pray you'll come and carry me home”

MC — TEOM: “Fly like a bird”



“On and on, on the beat goes...

On and on, on the beat goes...

On and on, on the beat goes...”
M.
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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca parasitaria
endémica, principalmente na regido Centro-Oeste. A Leishmania é um parasita
gue através de seus antigenos secretados e ndo secretados desencadeiam,
respectivamente, uma resposta imune predominantemente celular (inata e
adquirida) e em menor propor¢cdo humoral. Na resposta inata participam o
sistema complemento, polimorfonucleares, macréfagos e células natural killer
numa resposta inicial. Desta resposta inicial, ha producéo de citocinas (IL-12 e
INF-y e TNF-a) que ativam linfécitos T CD4" e T CD8" para resposta imune
celular adquirida. A IL-12 diferencia os linfécitos T CD4 numa resposta Thl,
com producdo de INF-y, ativacdo de macréfagos e resolugcdo da doenca.
Enquanto, a IL-4 tem efeito reverso direcionando para uma resposta Th2 com
diminuicao da ativacdo de macréfagos, prevenindo o dano tecidual e permitindo
a persisténcia do parasita. Foram descritos casos de pacientes com a forma
mucosa da LTA do Hospital Universitario de Brasilia, analisando dados
epidemiologicos, clinico-laboratoriais e correlacionando com o0s aspectos
histopatolégicos e imuno-histoquimico (CD45ro, CD4, CD8, CD20, CD15,
CD68 e Bcl-2). Perfil mais freqiente dos pacientes: sexo masculino, com meédia
de idade de 50 anos, da regiao Centro-Oeste, com queixa de obstrucdo nasal e
lesdo de mucosa nasal infiltrada com ulceracdo e perfuracdo de septo ao
exame otorrinolaringolégico. A maioria com exames laboratoriais (IFA,
inoculacdo em hamster, cultura, esfregaco e intradermorreacdo de
Montenegro) compativeis com a doenca, sendo que em 44,44% dos casos foi
possivel a identificacdo da Leishmania por algum meétodo auxiliar. Na
histopatologia, de maneira geral, encontrou-se um infiltrado inflamatorio
linfohistioplasmocitério, as vezes acompanhado de uma reacdo granulomatosa
com ou sem necrose. As classes histopatoldgicas encontradas foram: REC
(reacdo exsudativa celular), REN (reagdo exsudativa necrética), RENG (reacéo
exsudativa  necroético-granulomatosa) e REG (reagcdo  exsudativa
granulomatosa), sendo a primeira a mais frequente (66,67%). Essas classes
sdo estatisticamente significantes (p<0,05) diferentes quando comparadas
entre si em relacdo a quantidade de células positivas na imuno-histoquimica,
exceto entre as classes REG e REN (p>0,05). Esse estudo atestou a
aplicabilidade e a praticidade do programa UnBVision na andlise quantitativa
das células nas reagbes imuno-histoquimicas. Na imuno-histoquimica, 0s
linfécitos T predominaram em relacdo aos linfocitos B, comprovando que a
doenca tem reacdo imune mais celular do que humoral, sendo que dentre os
linfocitos T, prevaleceu os linfocitos T CD4™ em relacéo aos linfocitos T CD8”,
exceto em unico exemplo de caso REG. Houve expressédo consideravel de Bcl-
2 no infiltrado inflamatério. Grupos com contato prévio com o antimonial
pentavalente e com presenca de granulomas ou de Leishmania ao método
histopatolégico ndo tiveram significancia estatistica (p>0,05) para explicar a
diferenca de numero de células positivas para todos os marcadores aplicados
no estudo. Em estudos complementares, o uso da imuno-histoquimica para
identificar as citocinas e marcadores pr0 e antiapoptéticos podem contribuir
para melhores esclarecimentos da imunopatologia da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose, Histopatologia, Imuno-histoquimica, Citocina,
Macrofago, Linfocitos T.
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ABSTRACT

The American Integumentary Leishmaniasis (AIL) is a parasitic endemic
disease, mainly in the Center-West region. Leishmania is a parasite that
through its secreted and not secreted antigens trigger, respectively, a
predominantly cellular immune response (innate and acquired) and to a lesser
extent humoral. In the innate response, complement system, neutrophils,
macrophages and natural killer cells work in an initial response. In this initial
response, there is production of cytokines (IL-12, INF-y and TNF-a) that activate
T CD4+ and T CD8+ cells for acquired cellular immune response. The IL-12
action differentiates CD4 T cell to Thl response and production of INF-y,
activation of macrophages and resolution of the disease. While the IL-4 has
reverse effect directing to Th2 response with decreased activation of
macrophages, this reaction prevents tissue damage and allows the persistence
of the parasite. In this study, we have described patients with the mucosal form
of AIL, they were treated in the University Hospital of Brasilia, analyzing
epidemiological, clinical and laboratory data and correlating with the
histopathologic features and the following immunohistochemical antibodies:
CD45R0, CD4, CD8, CD20, CD15, CD68 and Bcl-2. Most common profile of
patients: male, mean age 50 years, from Center-West region, with complaint of
nasal obstruction and injury of nasal mucosa infiltrated with septum ulceration
and perforation detected in the otorhinolaryngologic examination. Most of them
with laboratory tests (indirect immunofluorescence, inoculation in hamster,
smear, culture and Montenegro Skin Test) compatible with the disease, and in
44.44% of the cases it was possible the identification of Leishmania by some
auxiliary method. In histopathology, in general, there was an inflammatory
infiltrate lynphohistioplasmocitary sometimes accompanied by a granulomatous
reaction with or without necrosis. The histopathological grades found were:
ECR (exudative cellular reaction), ENR (exudative necrotic reaction), NEGR
(necrotic-exudative  granulomatous reaction) and EGR (exudative
granulomatous reaction), the first one was the most frequent (66.67%) These
classes are statistically significant (p <0.05) different when compared to each
other with the amount of positive cells in immunohistochemistry, except
between ENR and EGR classes (p> 0.05). This study attested the applicability
and practicality of the program UnBVision in quantitative analysis of cells in
immunohistochemical reactions. In immunohistochemistry, the T cells were
predominant on B cells, confirming that the disease as more cellular immune
response than humoral, and in T cells, prevailed the CD4+ T on CD8+ T cells,
except in only one instance case EGR. There was considerable expression of
Bcl-2 in inflammatory infiltrate. In groups with previous contact with pentavalent
antimony and presence of granulomas or Leishmania the histopathologic
method were not statistically significant (p> 0.05) to explain the difference in the
number of positive cells for all markers used in the study. In further studies, the
use of immunohistochemistry to identify the cytokines and markers pro and
antiapoptosis can contribute to better explanations of the immunopathology of
disease.

Key words: Leishmaniasis, Histopathology, Immunohistochemistry, Citokines,
Macrophage, T cell.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca
parasitaria endémica em mais de setenta paises no mundo: 90% dos casos
ocorrem em paises da América do Sul, Africa e Asia. E causada por varias
espécies de protozooarios do género Leishmania e transmitidas pela picada de
diversas espécies de flebotomineos. Caracteriza-se pelo comprometimento de
pele, mucosas e, raramente, linfonodos, com manifestagdes clinicas diversas, o
que dificulta sobremaneira o diagnostico. Dados mostram o aumento do
namero global de casos em paises como Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita,
Argélia, Paquistdo, Peru e Brasil, ndo somente como consequéncia de
melhores métodos diagndsticos e de notificagdo, mas também de um manejo
inadequado dos vetores e hospedeiros, associacdo com outras doencas
oportunistas e resisténcia emergente as drogas anti-leishmaniais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006; REITHINGER et al., 2007).

Historicamente, trata-se de uma doenca cutadnea conhecida
desde a Antiglidade por médicos arabes, como Avicenna no Oriente Médio e
Pérsia. Mohammad e Muna Al-Taqui citam ocorréncia de Ulcera oriental por
volta do século X. Na india, em 1885, Cunningham foi o primeiro a observar os
parasitas, em casos de Calazar, e Borovisky, em 1898, em casos da forma
cutanea. O termo Leishmania é criado por Ross em 1903. Em 1908, Leishman
reconhece a forma semelhante da Leishmania com as encontradas em
infeccbes pelo Trypanosoma e Donovan descreve o parasita no Calazar
(MEDEIROS & ROSELINO, 1999).

Na América, em 1586, Rodrigo Loayza fez os primeiros relatos de
lesbes nasais em indios e colonizadores espanhois na regido do Andes. Sendo
qgue no Brasil, em 1917, Rabelo fez referéncias a uma viagem feita por Frei Don
Hipdlito Sanchez Rangel de Fayos y Quirés de Tabatinga ao Par4 com mengéo
da doenca na regido amazonica. Moreira, em 1895, identifica a existéncia do
botdo endémico dos paises quentes, sendo denominado botdo da Bahia. Mas
foi no inicio do século XX, com a construcdo da Estrada de Ferro Noroeste que

surgiu, no estado de Sdo Paulo, uma epidemia de Ulceras cutaneas que, mais



tarde, afetavam as mucosas dos operarios. Foi quando entdo cresceu o
interesse pelo estudo da doenca que recebeu véarias denominagdes como
Ulcera de bauru, feridas bravas, ulcera do noroeste, entre outras (MEDEIROS &
ROSELINO, 1999).

Em 1909, Lindenberg identificou os corpusculos de Leishman
Wright, confirmados posteriormente por Carini e Paranhos. Miranda, em 1910,
descreveu o primeiro caso da forma mucosa em Sao Paulo e, no mesmo ano,
Splendore encontra o parasita em lesbes mucosas. Em 1911, Pedroso e Silva
obtém culturas de Leishmania em meio NNN (Nicole-Novy-MacNeal) e Gaspar
Vianna descreve a morfologia do Leishmania braziliensis. Vianna, em 1912,
descobre o tratamento endovenoso da Leishmaniose com injecdes
endovenosas de tartaro emético (MEDEIROS & ROSELINO, 1999).

O parasita Leishmania pertence ao reino Protozoa; filo
Mastigophora; ordem Kinetoplastida; familia Tryponosomatidae e género
Leishmania. No Novo Mundo (Américas), sdo conhecidas onze espécies de
Leishmania dermatotropicas, causadoras de doengcas em humanos, e outras
oito ja descritas somente em animais. No Brasil, as trés principais espécies de
Leishmania responsaveis pela LTA sao: Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MEDEIROS & ROSELINO, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No ciclo de vida, as fémeas dos insetos vetores adquirem, no
repasto ao anoitecer, a forma amastigota da Leishmania de humanos
(antroponose) ou outros mamiferos infectados (zoonose). As formas
amastigotas adquiridas pelo mosquito estdo no interior dos macrofagos e
medem 2 a 3 um de diametro, com forma ovoide, nucleo excéntrico e
citoplasma claro, em que se encontra a estrutura mitocondrial especializada —
cinetoplasto. Os insetos sdo dipteros pequenos (2 a 3 mm de tamanho)
pertencentes a familia Psychodidae e a diversos géneros: Phlebotomus no
Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), Lutzomyia e, mais raramente,
Psychodopygus no Novo Mundo. Embora a grande maioria das formas de
transmissdo da Leishmania ainda seja zoonotica, as mudancas ambientais
causadas pela aproximacdo do homem com as florestas, seja por meio de

desenvolvimento agricola ou habitacional, estdo alterando essa realidade



(MEDEIROS & ROSELINO, 1999; CUNNINGHAM, 2002; AWASTHI et al.,
2004; MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al., 2007).

A forma mucosa da LTA no Brasil é causada principalmente pela
Leishmania (Viannia) braziliensis, com distribuicdo abrangente no Brasil,
compreendendo a Amazonia, regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul
do pais. Essa espécie tem como vetores: Psychodopygus wellcomei,
identificado na Amazoénia e Ceara, de habitos noturnos, mas que pode picar o
homem durante o dia; a Lutzomyia intermedia, de areas endémicas litoraneas
dos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo e grandes vales dos
rios do interior do Parand; e o Lutzomyia whitmani no estado de Minas Gerais e
em areas do interior da Bahia (Trés Bracos). Seus hospedeiros naturais séo
mamiferos selvagens, sendo o homem um hospedeiro incidental, assim como
roedores domésticos, caes, equinos e gatos (MEDEIROS & ROSELINO, 1999;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Figura 01- Picada do Flebotomineo alcancando vasos da derme superficial (2 esquerda) e
formagdo do “lago” hematico com formas promastigotas (a direita). No “lago” hematico, ha
adesividade do parasita com eritrécitos, macréfago (a esquerda do probéscido) e neutréfilos (a
direita do probdscido); a direita, duas células de Langerhans da regido dermo-epidérmica
(ALMEIDA et al., 2003).

Seguindo o ciclo evolutivo, as formas sao libertadas no intestino
do vetor em formas promastigotas procicilicas, alongadas, medindo 15-26x3um
de didametro, com nucleo central e flagelo. Essas formas aderem-se as células

epiteliais intestinais, nas quais vivem extracelularmente e se multiplicam por




divisdo binaria. As formas prociclicas expressam moléculas curtas de
lipofosglicano glicoconjugado (LPG) que cobre toda a superficie do parasita,
inclusive o flagelo (CUNNINGHAM, 2002; AWASTHI et al., 2004).

Segue entdo o processo de metaciclogénese, em que as formas
promastigotas prociclicas néo infectivas sao transformadas em formas
promastigotas metaciclicas virulentas. Essas se desprendem das células
epiteliais do intestino e migram para a faringe do mosquito. Quando pica o
hospedeiro (Figura 01), ele insere o probdscido na derme superficial, lacerando
pequenos vasos e com a formacdo de um “lago” hematico, em que ele se
alimenta. Nesse repasto, as formas metaciclicas promastigotas passam para o
hospedeiro, onde serdo incorporadas nos fagolisossomos dos macrofagos e se
diferenciardo na forma amastigota. Estas se proliferam e rompem os
macrofagos infectados, libertando-se para infectar novos macréfagos e reiniciar
o ciclo (CUNNINGHAM, 2002; ALMEIDA et al., 2003).



2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA —
REVISAO DA LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO CLINICA

Véarias espécies de Leishmania podem causar a LTA em
humanos, embora a maioria das infeccdes permaneca assintomatica. Assim
propriedades do parasita (infectividade, patogenicidade e viruléncia) e fatores
do hospedeiro regem a heterogénea expressdo da doenca e suas
manifestacbes clinicas. Além disso, ainda ha a influéncia da espécie do
parasita e da regido endémica (MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al.,
2007).

O primeiro sinal de infeccdo é tipicamente um discreto eritema
que se desenvolve variavelmente no local da picada do inseto e evolui para
uma papula e, posteriormente, um nédulo. Esse tende a ulcerar-se no periodo
de duas semanas a seis meses formando a lesdo cutanea tipica da LTA que
pode variar no tamanho, apresentacdo (localizada/disseminada) e evolucao
clinica. O periodo de incubacdo no Novo Mundo varia de 2 a 8 semanas. Em
90% dos casos pode ocorrer a cicatrizagdo espontanea entre 3 e 18 meses,
resultando, usualmente, em uma protecao contra a doenga que pode ou néo
ser restrita a mesma espécie de Leishmania (PISCOPO & AZZOPARDI, 2006;
MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al., 2007).

As formas clinicas da LTA incluem a forma cutanea (localizada
Unica e multipla, recidiva cultis e disseminada), cutanea difusa e mucosa
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

2.1.1 Formas mucosas

O envolvimento mucoso na LTA €& incomum e resulta da
disseminacdo hematogénica ou linfatica de amastigotas da pele para mucosa
nasal, oral, orofaringe e laringe. Na maioria dos casos, a forma mucosa da LTA

torna-se evidente depois de alguns anos de resolugéo de uma leséo cutanea



prévia, mas também pode ocorrer enquanto lesbes na pele ainda estdo
presentes (DA-CRUZ et al., 2002; MOTTA et al., 2007).

As formas mucosas reconhecidas sdo a primaria, tardia,
indeterminada, contigua e concomitante (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

Na forma primaria, a lesdo de mucosa € causada diretamente
pela picada do mosquito, sendo entdo restrita as possibilidades de lesdes
localizadas em labios e genitais A forma mucosa tardia ocorre quando ha
comprometimento da mucosa anos ap0s o surgimento da lesdo cutanea. A
forma mucosa indeterminada ndo € precedida de manifestacdo clinica cutanea
prévia, sendo entdo a primeira manifestacdo da LTA mucosa. Na forma
contigua, o envolvimento da mucosa ocorre em decorréncia da expansao de
uma lesdo cutanea pré-existente e na forma mucosa concomitante ha
aparecimento simultdneo da lesdo mucosa quando existe uma lesdo cutanea
ativa (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

2.2. Leishmania: ANTIGENOS SECRETADOS E NAO SECRETADOS.

A Leishmania dentro do hospedeiro possui um conjunto de
antigenos que afetam o sistema imune e a producédo de citocinas, facilitando a
perpetuacdo do processo infeccioso. Dois grupos de moléculas parasitarias
estdo envolvidos nesse processo: as moléculas secretadas/superficie e as néo
secretadas/intracelulares, sendo as primeiras moléculas as principais
determinantes dos mecanismos invasivos/evasivos (SANTAREM et al., 2007).

O enfoque nas moléculas de superficie e secretadas esta na
LPG, na protease de superficie promastigota glicoproteina 63 (gp63), nos
fosfolipides glicosilinositol (GIPLs), nas peptidases cisteinicas, proteases -
mercaptoetanol ativadas, fosfatases e quitinases. A importancia de algumas
dessas moléculas sdo bem documentadas no processo infeccioso, mas a real
contribuicdo das moléculas secretadas permanece indescritivel devido a
dificuldade de estudos intra-macrofagicos (SANTAREM et al., 2007).

Dentre o0s antigenos ndo secretados, designados como
panantigenos, destacam-se as histonas, proteinas de choque térmico e
proteinas ribossbmicas. Ao contrario dos antigenos de superficie, os

panantigenos ndo sdo prontamente expostos e processados pelo sistema



imune. Para que haja esse processamento, antes € necessaria a destruicao do
parasita. Assim, umas das fontes desses panantigenos sdo o0s parasitas
inoculados inicialmente pelo vetor e que sao destruidos. Outras origens dessas
proteinas incluem a citolise de amastigotas intracelulares nos macréfagos
(SANTAREM et al., 2007).

Enquanto os antigenos de superficie sdo responsaveis no
desenvolvimento de uma resposta imune celular (células T e macrofagos), os
antigenos ndo secretados parecem estar envolvidos no desenvolvimento de
uma resposta humoral exuberante, mediada por anticorpos (SANTAREM et al.,
2007).

2.3 IMUNOPATOLOGIA

2.3.1 Resposta imune inata

Apés inoculagdo das formas promastigotas de Leishmania na
derme, pelos vetores, ha desencadeamento de uma resposta com fatores
séricos (sistema complemento) e inflamatéria aguda inespecifica celular
(polimorfonucleares neutrofilos, células natural killer e macrofagos)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Via sistema complemento (Figura 02), ha tentativa de remover 0s
parasitas pela lise de membrana. As formas metaciclicas promastigotas de
Leishmania ativam o sistema complemento, tanto pela via classica quanto
alternativa, com opsonizacao, formacdo do complexo de ataque a membrana
C5b-C9e e consequente lise, de forma rapida, dos parasitas. Isto resulta na
morte de aproximadamente 90% dos parasitas inoculados no prazo de 3
minutos (STEBUT, 2007).

A opsonizacao por C3bi também permite adesao aos receptores
complementémicos (CR) 1 dos eritrécitos (aderéncia imune), permitindo uma
disseminacgdo local no tecido e para outros sitios mais distantes (STEBUT,
2007).
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Figura 02 - Acéo do sistema complemento logo apés a inoculagcao dos parasitas na derme. A
Leishmania é parcialmente lisada e as sobreviventes utilizam o C3 para invadirem macréfagos
(M@) do hospedeiro, via CR3, e dentro deles se transformam em formas intracelulares
obrigatérias: amastigotas. Dentro dos macréfagos, a falta de ativacao celular, pela inibicdo da
liberagdo de IL-12, faz com que o parasita se replique. Apés a lise do Md, os parasitas sao
liberados para infectar mais células (STEBUT, 2007).

Os polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) sdo as primeiras
células a migrarem ao local de infeccdo ou de lesdo tecidual, funcionando
como ceélulas efetoras e fagociticas primarias. As formas promastigotas da
Leishmania sdo capazes de liberarem o LCF (Leishmania chemotatic fator), um
fator potente quimiotatico de neutréfilos e ndo de outros leucécitos, como
monocitos e células NK (natural killer). Uma vez ingeridas, as particulas
estranhas sdo destruidas por enzimas proteoliticas contidas nos granulos
citoplasmaticos e pela producdo de radicais de oxigénio. Em sequéncia, hi
producdo neutrofilica de interleucina-8 (IL-8) com recrutamento de mais
neutroéfilos para o local da infeccdo. Como mecanismo de parasitismo, iSso €

benéfico para a Leishmania ja que direciona o processo inflamatério para uma



resposta imune inespecifica, escapando de células mais efetoras, como os
macrofagos, e permitindo que o parasita persista no tecido (AWASTHI et al.,
2004).

Os PMNs tém vida curta de 6 a 10 horas na circulagédo
sanguinea, quando entdo sofrem apoptose. A Leishmania atrasa, mas né&o
previne, a apoptose dos neutrofilos infectados para 2 a 3 dias, pela inibicdo das
caspases-3, a qual é conhecida na inducdo da apoptose em neutroéfilos de vida
curta. Os PMNs também inibem a atividade dos linfécitos T helper 1 (Thl) e
NK, pela inibicdo de interferon-gama (INF-y). (AWASTHI et al., 2004).

Os PMNs podem ser divididos em células CD28" ou CD28 (CD —
cluster of differentiation), sendo que os primeiros tém a capacidade de interagir
com CD80/86 dos macréfagos induzindo producdo de INF-y e fatores
quimiotaticos de células T. Tendo assim acédo inicial de comecar a resposta
imune de células T contra a Leishmania (VENUPRASAD et al., 2002).

Dois a trés dias mais tarde, ha4 entrada de mondcitos e
macrofagos no local do processo inflamatorio, pela producdo de quimiocinas
indutoras macrophage inflammatory protein-lalfa (MIP-1a) e MIP-13. Os
macréfagos fagocitam os PMNs infectados pela identificacdo de fosfatidil na
superficie das células inflamatorias, assim ndo ha ativagcdo das funcdes
antimicrobianas dos macréfagos, sendo uma via ideal e silenciosa de entrada
da Leishmania nas células do hospedeiro (AWASTHI et al., 2004).

Os macrofagos apresentam varias funcbes: permitem a
replicacdo do parasita, mas também funcionam como apresentadoras de
antigenos (APCs) e fonte de citocinas que modulam a resposta imune mediada
pelas células T (TEIXEIRA et al., 2006).

A adesao da Leishmania ao macrofago € um pré-requisito para a
fagocitose da mesma (MAUEL, 1990).

As duas principais moléculas de superficie da Leishmania, LPG e
gp63, em contato com as fracbes C3b e C3bi do sistema complemento,
interagem com CR1 e CR3 da superficie de macrofagos. Isso permite a
internalizacdo do parasita no macréfago (LODGE & DESCOTEAUX, 2005).

Outros receptores estdo envolvidos na interacdo macrofago-

Leishmania: CR4, receptor fibronectina, receptor Fc de gama imunoglobulina,



receptor manose-fucose (MFR) e receptor da galectina-3. (HANDMAN &
BULLEN, 2002; PETER & SACKS, 2006).

As formas promastigotas (Figura 03) aderem aos macréfagos
através destes receptores e sao internalizadas em um fagossomo que fusiona
com o lisossomo para formar o fagolisossomo ou vacuolo parasitéforo. Uma
vez dentro do macréfago, a forma promastigota sofre mudangas bioquimicas e
metabdlicas culminando na forma de parasita intracelular obrigatorio: a
amastigota. Estas serdo liberadas pela lise macrofagica e podem invadir
novamente células dendriticas (DCs), fibroblastos e outros macréfagos
(HANDMAN & BULLEN, 2002).

Leishmania promastigota

\y——\
ENDOSSOMO
FAGOSSOMO
l LISOSSOMO
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\

AMASTIGOTA
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Figura 03 - Fagocitose da forma promastigota e formacao da forma amastigota (HANDMAN &
BULLEN, 2002).

Primariamente, os macrogafos tentam eliminar a Leishmania
atraves de metabdlitos toxicos do oxigénio, como anion oxido (O;’), peroxido de
hidrogénio (H20,) e 6xido nitrico (NO) (AWASTHI et al., 2004).

Posteriormente, os macréfagos ativados produzem diferentes
citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-18, IL-12, IL-6 e INF-y.
(AWASTHI et al., 2004).

A IL-12 é um efetivo adjuvante e um pré-requisito para a resposta
imune Thl na maioria das infec¢Bes parasitarias intracelulares, produzidas

pelas células apresentadoras de antigenos como macrofagos e DCs. A
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interacdo do CD40 da superficie do macréfago com o CD40L da superficie dos
linfécitos T ativados, induz a expressdo e producdo de IL-12, a qual ativa
células T a produzir INF-y. A IL-18 é outra citocina pro-inflamatodria que ajuda a
evocar resposta imune Thl em colaboracdo com a IL-12. O INF-y participa de
forma atuante na producdo de NO através da inducible nitric oxide synthase
(INOS), tendo o TNF-a uma importante citocina que atua de forma sinérgica,
dentre varias outras como IL-2, IL-4 E IL-7 (AWASTHI et al., 2004).

Embora o macrofago tenha mecanismos efetores que protegem o
hospedeiro dos parasitas intracelulares, estes possuem mecanismo
adaptativos que evadem e modulam a resposta inflamatéria como forma de
persisténcia no tecido (AWASTHI et al., 2004).

Outras células adjuvantes na resposta imune inata sdo as DCs e
as células NK (TEIXEIRA et al., 2006).

As DCs sao potentes APCs e podem induzir eficientemente a
ativacdo de células T. Além do que, sdo também fonte de diferentes citocinas
como IL-12, IL-10 e INF-y (TEIXEIRA et al., 2006).

As DCs cutaneas tém papel decisivo no desenvolvimento na
diferenciacdo dos subtipos de células T. Estas células sensibilizadas pela
Leishmania adquirem maturacdo fenotipica pela regulacdo positiva na
expressdo de moléculas de histocompatibilidade (MHC) classes | e |,
aumentando sua expressdo de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD54,
CD80 e CD86), liberacdo de IL-12 e transporte de parasitas da pele para
linfonodos regionais onde acontece a apresentacdo antigeno especifica para
células T (TEIXEIRA et al., 2006).

A contribuicdo dos subtipos de DCs (células de Langerhans
epidérmicas, DC dérmicas e DC linfonodais) na indu¢cdo de uma resposta
imune protetora ainda € motivo de estudos (STEBUT, 2007).

Alguns estudos sugerem que a Leishmania é capaz de atrasar a
maturacdo das DCs para favorecer a infeccdo antes que se estabeleca a
resposta imune adquirida (BRANDONISIO et al., 2004).

As células NK chegam ao local da infecgdo nas primeiras 24
horas. Elas tém com acéo citotoxica e, além disso, sao fontes primarias INF-y,

ajudando a desenvolver uma resposta imune protetora (TEIXEIRA et al., 2006).
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2.3.2 Resposta imune adquirida: acdo das células T

Esta bem documentado que as células T (Figura 04) podem se
diferenciar em células efetoras tipo Thl e Th2. Muitos estudos tentaram definir
o paradigma Th1/Th2 de resisténcia/ susceptibilidade a infeccdo e o papel das
IL-12 e IL-4. (AWASTHI et al., 2004; ALEXANDER & BRYSON, 2005).

A IL-4 é conhecida por induzir a diferencia¢do Th2, enquanto a IL-
12 induz a Thl (AWASTHI et al., 2004).
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Figura 04 - Resposta imune adquirida na Leishmaniose (AWASTHI et al., 2004).

A secrecao de IL-12 pelas DCs ajuda a direcionar uma imunidade
celular protetora com a ativacdo de células T CD4" e T CD8". Essas células
efetoras circulantes sdo recrutadas para os locais de infec¢do na pele através
de mecanismos de adesdo, moléculas e citocinas, com posterior afluxo de
monaocitos circulantes para uma resposta inflamatdria local direta, incluindo a
formacdo de granulomas e o0 desenvolvimento da lesdo. Resposta
predominante com células T CD4" Thl é associada com ativacdo macrofagica
induzida por INF-y indicando uma via em que a IL-12 modula a resposta imune

basica, além de outras citocinas adjuvantes como a IL-2 e TNF. As células T
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CD8" também produzem INF-y e promovem o desenvolvimento da
subpopulacdo de células T CD4" Thl e resolugdo da doenca (MURRAY et al.,
2005).

A apresentacdo de antigenos por MHC classe Il unicamente néao
é suficiente para estimular uma resposta por células T. A ligagdo de moléculas
co-estimulatérias B7-1/B7-2 e CD40, nas APCs, com as moléculas CD28 e
CD40L, dos linfocitos T, respectivamente, sdo também um pré-requisito.
Ligacdo CD40/CD40L melhora a producéo de IL-12 pelas APCs, bem como de
TNF. A producéo de INF-y pelas de células Thl, como parte da resposta imune
adquirida, e pelas células NK, como parte da resposta imune inata, media a
ativacdo macrofagica, producdo de NO e morte dos parasitas (ALEXANDER &
BRYSON, 2005).

Num ambiente inflamatdrio, mecanismos contrabalanceadores
normalmente ocorrem para alterar o processo. Na LTA, ha acéo e geragdo de
citocinas supressoras. Citocinas associadas a uma resposta Th2 (IL-4, IL-10 e
IL-13) e transforming growth factor B (TGF-B) sdo capazes de desregular a
resposta imune Thl e inativar macréfagos. Dessa forma, moderam injlria
tecidual, mas promovem a persisténcia da infeccao intracelular (MURRAY et
al., 2005).

Em pacientes com infec¢céo clinica aparente, as respostas Thl e
Th2 n&o s&o caracteristicamente polarizadas como em alguns estudos
experimentais, pois estdo atuando citocinas que ativam (IL-12 e INF-y) e as
que suprimem (IL-10, IL-13, IL-4 e TGF-B) a resposta celular. Assim, talvez
afetada por alguns fatores genéticos, a infeccdo progressiva ndo cicatrizante
parece indicar provavelmente uma resposta supressiva (Th2>Th1) do que uma
resposta Thl inerte. Até porque a persisténcia do processo inflamatério € uma
marca da LTA clinicamente aparente (MURRAY et al., 2005).

Apos um longo tempo de infeccdo, em linfonodos de
camundongos que se recuperaram da doenga com Leishmania major, estudos
constataram que macréfagos e DCs ainda abrigavam parasitas viaveis.
Contudo, somente DCs s&o capazes de induzir uma vigorosa resposta imune
por células T em resposta ao Leishmania major in vitro. Assim, DCs em
linfonodos representam células do hospedeiro que suportam a manutencao das

células T de memodria pela persisténcia do parasita. Em adicédo, IL-12 tem que
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estar continuamente presente para a manutencdo de uma imunidade protetora
eficiente. As fontes de IL-12 em estagios tardios pés-infeccdo ndo sdo bem
conhecidas, mas DCs infectadas sdo uma delas. Assim, camundongos
deficientes de IL-12, INF-y e NO sdo extremamente susceptiveis a infeccéo
(STEBUT, 2007).

Dessa forma, protecdo em longo prazo a reinfeccdo parece ser
associada com a persisténcia de parasitas residuais em o6rgdos linféides.
Contudo, estudos recentes sugerem que células T CD4" responsaveis por uma
imunidade protetora contra Leishmania major incluem duas populacdes
celulares: células T efetoras parasito-dependentes e células T de memoria
central parasito-independentes. Sendo que estas ndo requerem a presenca
continuada de parasitas vivos para sua existéncia a longo prazo. Com o
recontato com Leishmania major, estas células expandem e promovem
protecao eficiente (STEBUT, 2007).

Em formas cronicas de LTA, a IL-10 € outra citocina produzida
por células T regulatérias que servem para limitar a magnitude das respostas
efetoras e, dessa forma, responsavel pela falha de um adequado controle da
infecgdo. Assim, alguns estudos demonstram resultados marcantes do efeito
da acéo terapéutica anti-receptores Ab de IL-10 em infec¢des cronicas como
forma de evitar a reativacdo da doenca (BELKAID et al., 2001; STEBUT, 2007).

2.4 HISTOPATOLOGIA E OS PADROES DE REACAO

Em bidpsias, coradas pela técnica da hemotoxilina-eosina (HE),
formas amastigotas (Figura 05 e 13) sdo visualizadas como pequenos
elementos ovalados ou piriformes, com citoplasma claro, nucleo discretamente
basofilico e cinetoplasto puntiforme ou em forma de barra, também basofilico.
Elas sdo encontradas em meio as células inflamatérias e dentro do citoplasma
de macréfagos/DCs, onde podem ter sua forma ndo tdo bem definida
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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Figura 05 — Diagndstico histopatolégico da LTA. Bibdpsias (A e B) e esfregacos (C e D):
macréfagos contendo Leishmania no citoplasma (MURRAY et al., 2005).

De forma geral, o quadro histopatologico da LTA esta
representado por um infiltrado celular histiolinfoplasmocitario (padréo
exsudativo celular), acompanhado por uma reagcédo granulomatosa que pode
surgir associada ou ndo & necrose (MAGALHAES, 1986).

Dos padrbes histopatolégicos presentes na LTA, o exsudativo
celular constitui o primeiro padréo de reacdo a presenca do parasito no tecido,
pois seus tipos celulares s&o verificados em maior ou menor proporgédo nos
demais padrées (MAGALHAES, 1986).

Na interacdo Leishmania/hospedeiro, transcorre uma resposta
imune celular e humoral, com desenvolvimento de mecanismo necrosante, lise
intracelular e granulomas organizados (hipersensibilidade do tipo tardia). Com
a necrose, ha producdo de um granuloma organizado com células gigantes e
epitelidides. Na baixa carga antigénica, o0 mecanismo de necrose € dependente
da presenca plasmécitos e linfocitos, que sao recrutadas para a imunidade
celular e humoral (RIDLEY, 1979)

15



Como constatou MAGALHAES (1986), sistematicamente, na
forma cutanea da LTA, sao descritos os seguintes padrdes de reagao:

a) Auséncia de lesédo ou lesdo minima: sem infiltrado inflamatério
significativo ou granulomas.

b) Reacao exsudativa celular (REC): infiltrado
histiolinfoplasmocitario do cérion da mucosa com propor¢cdes celulares que
tendem para a equivaléncia.

c) Reacdo exsudativa celular e necrotica (REN): necrose tissular
de amplitude e formato varidveis associada a vasculite aguda, no seio do
infiltrado histiolinfoplasmocitario.

d) Reacéo exsudativa e necrotico-granulomatosa (RENG): reacao
granulomatosa desorganizada nas proximidades de area de necrose tissular,
com presenca de células gigantes, macréfagos ativados e infiltrado
histiolinfoplasmocitario associado.

e) Reacdo exsudativa e granulomatosa (REG): reacao
granulomatosa desorganizada sem a presenca de necrose tissular, no seio do
infiltrado histiolinfoplasmocitério;

f) Reacdo exsudativa e sarcoidiforme (RES): granulomas com
células epitelidides, bem formados e organizados, semelhantes aos
encontrados na Sarcoidose

g) Reacdo exsudativa e tuberculéide (RET): granulomas
organizados com células epitelidides, células gigantes tipo Langhans e coroa
linfocitaria externa, semelhantes aos encontrados na Tuberculose.

h) Reacao cicatricial (RC): reacdo observada apos a cura clinica

com presenca de escassos linfocitos em meio a fibrose no corion.

2.5 APOTOSE E LEISHMANIOSE

Apoptose ocorre em numerosos eventos fisioldgicos e patologicos
e trata-se da morte celular programada pela acao de enzimas que degradam o
DNA celular e as proteinas plasmaticas. Nao ha desencadeio de processo
inflamatorio porque a membrana celular permanece intacta, mas a estrutura
celular é alterada. Ocorrem retracdo celular, condensacdo e marginacao da

cromatina e formacéo de corpos apoptéticos (KUMMAR et al., 2005).
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Duas vias moleculares distintas e convergentes sao responsaveis
pela apoptose: a extrinseca e intrinseca. Elas resultam na ativagdo da cascata
das caspases, que sao as proteases que atuam em uma série de proteinas
celulares e, portanto, responsaveis pelas alteracbes morfologicas
caracteristicas da apoptose (KUMMAR et al., 2005).

A via extrinseca (morte iniciada por receptor) é desencadeada por
sinais que surgem dos receptores na superficie celular como fator de necrose
tumoral (TNF) e o Fas (CD95) que sédo ativados por ligantes. (KUMMAR et al.,
2005).

A via intrinseca (mitocondrial) da apoptose resulta do aumento
permeabilidade mitocondrial pelo desequilibrio de enzimas pro-apoptoticas
(Bak e Bax) e anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-x) da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma
2). Ha liberacdo do citocromo ¢ no citosol que desencadeia a ativacdo das
caspases. Essa via pode ser iniciada por varios estimulos como radiacéo,
privacdo de hormdnios e citocinas (KUMMAR et al., 2005).

Na LTA, assim como em outras doencas parasitarias, a apoptose
pode ser induzida tanto nos parasitas quanto nas células da resposta imune do
hospedeiro. Os mecanismos envolvidos em espécies do género Leishmania,
bem como a importancia desse evento na patogénese da doenca, ainda néo
estdo bem definidos (NGUEWA et al., 2004).

17



3 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica é a aplicacdo dos principios imunoldgicos
da ligacdo antigeno-anticorpo para o estudo de células e tecidos. O método
consiste da utilizacdo de anticorpos especificos previamente conhecidos e
manipulados quimicamente para que se liguem aos seus antigenos tissulares
ou celulares correspondentes. Devido a diversas reacdes e 0 uso de
cromogenos, existe producdo de cor que se torna visivel ao microscopio optico,
permitindo localizar o antigeno em estudo. Na rotina em laboratério de
Patologia, a imuno-histoquimica é utilizada na elucidacdo da histogénese de
neoplasias indiferenciadas, determinacdo de sitio primario de metéstases,
classificacdo de linfomas, expressdo de fatores prognosticos e indices
proliferativos de neoplasias, identificacdo de microorganismos e de materiais
secretados por células (WERNER et al., 2005).

No ambito da pesquisa cientifica, a imuno-histoquimica é uma
ferramenta que também pode ser utilizada no estudo in situ do infiltrado
inflamatorio de doencas neoplasicas, degenerativas e infecciosas. Apesar de
ser uma metodologia relativamente simples, a imuno-histoquimica tem certas
particularidades e seus resultados sao influenciados por diversos fatores, como
fixacdo dos tecidos, tipo dos anticorpos a serem analisados e pelas reacdes
propriamente ditas, além da propria interpretacdo das laminas. (WERNER et
al., 2005).

Neste estudo foi realizado o seguinte perfil imuno-histoquimico:
CD45ro, CD20, CD68, CD15, CD4, CD8 E Bcl-2. Para cada anticorpo foi
utilizado controle para verificar o funcionamento da reacdo em tonsilas
palatinas.

O CD45 é um marcador das células hematolinfoides. A sua
isoforma restrita CD45ro0 é encontrada na células T em geral e timdcitos

(www.e-immunohistochemistry.info).

Os linfocitos B maduros representam 10 a 20% da populacdo de
linfocitos periféricos circulantes e sdo marcados pelo anticorpo anti-CD20. A

estimulacdo antigénica, as células B formam plasmécitos que secretam
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imunoglobulinas mediadoras da resposta humoral. Os plasmdcitos sdo CD20
negativos (ALVES et al, 1999; KUMAR et al, 2005, www.e-

immunohistochemistry.info).

O CD68 é o marcador de macréfago mais utilizado na rotina. O
antigeno é expresso por uma proteina citoplasmética associada aos

lisossomos de monaocitos e macrofagos (http:///www.e-

immunohistochemistry.info).

O CD15 é um marcador predominante de granuldcitos maduros e
em alguns linfocitos T ativados. O uso do anticorpo anti-CD15 é utilizado,
sobretudo, na identificacdo dos polimorfonucleares nos processos inflamatérios

(ALVES et al., 1999; www.e-immunohistochemistry.info).

O CD4 é um co-receptor que atua na ativacdo de linfécitos T
helper restritos a apresentacdo antigénica pela MHC II. Na reacdo imuno-
histoquimica € um marcador citoplasmatico com acentuacdo do contorno da

membrana celular (www.e-immunohistochemistry.info).

O CD8 é o antigeno de células T supressoras/citotoxicas que
serve como receptora para moléculas do MHC |. Como controle de reacao,
sabe-se que o anticorpo anti-CD8 marca 15-20% das células T das éareas
interfoliculares dos linfonodos e cerca de 80% das células T intestinais e da
medula 6ssea. Na rotina, € utilizado em conjunto com o CD4 para estabelecer
a relacdo entre as duas populacdes de linfécitos T (ALVES et al., 1999; www.e-

immunohistochemistry.info).

O gene Bcl-2 é localizado no cromossomo 18. O produto do gene
Bcl-2 € uma proteina da membrana mitocondrial externa que inibe a apoptose,
prolongando a sobrevida celular. Normalmente é expresso em muitas células T
e pequenos linfocitos B do manto e da zona marginal de linfonodos, os quais
sdo utilizados como controle da reagdo para esse marcador (wWww.e-

immunohistochemistry.info).
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4 JUSTIFICATIVA

De ampla distribuicdo mundial, a LTA tem estimulado
investigacdes e estudos comparativos que possam identificar ocorréncias
comuns no comportamento desta doenca. Por se tratar de uma doenca que
incide principalmente na populacdo de baixa renda e em paises em
desenvolvimento, h4 menor interesse econdmico de paises desenvolvidos.
Portanto existe a necessidade daqueles que albergam as areas endémicas em
estimular o avanco nas pesquisas sobre a doenca.

Descrever uma série de casos da forma mucosa € importante por
se tratar de uma apresentacdo menos frequente que a forma cutanea, mas que
nem por isso deixam de causar grandes prejuizos estéticos e funcionais aos
pacientes.

Buscar dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes permite
entender a distribuicdo dos casos da doenca, sobretudo das regides dos casos
atendidos no Hospital Universitario de Brasilia (HuB).

Além disso, o estudo das alteracdes tissulares e os tipos celulares
predominantes nas lesdes pode ser um dos caminhos para explicar as variadas
apresentacoes clinicas, mesmo quando se trata de mesma espécie do parasita.
Aliado a visdo dos mecanismos imunopatologicos, na interacdo parasita-
hospedeiro, instiga-se desvendar o processo de definicdo de doenca, da cura e
mesmo da resposta ou insucesso ao tratamento.

Conhecer as possibilidades de padrao de reacao inflamatoria em
bidpsias das les6es mucosas pode contribuir para o diagnéstico de LTA,
orientando o clinico de forma breve na conduta com o paciente. A utilizacdo da
imunofenotipagem celular, com o auxilio da imuno-histoquimica, € também
outra ferramenta para ajudar a formular hipéteses para entender o processo

patologico.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS

Descrever casos de pacientes com a forma mucosa da LTA,
atendidos nos ambulatérios do HuB. Analisar dados epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais, porém correlacionando com o0s aspectos histopatologicos e

imuno-histoquimicos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar os dados demograficos dos pacientes com forma
mucosa da LTA que sdo atendidos no HuB, como sexo,
idade, profissdo, comorbidades, regifes de naturalidade e
procedéncia;

» Tracar o perfil clinico dos pacientes com énfase nos sinais
e sintomas e apresentacdo das lesbes ao exame
otorrinolaringologico (ORL);

* Analisar os exames laboratoriais auxiliares no diagnéstico
da LTA e em qual deles se fez identificacdo da Leishmania;

» [Estabelecer as formas clinicas de apresentacédo dos casos;

» Estudar as biopsias em relacdo a distribuicdo dos locais
em que sao realizadas e classificagdo das alteracdes
encontradas para estabelecer qualitativamente as classes
histopatolégicas dos padrdes de reacéo tissular;

* Realizar o perfil imuno-histoquimico das bidépsias com os
marcadores CD45ro, CD4, CD8, CD20, CD15, CD68 e Bcl-
2 e fazer a andlise quantitativa da populacéo celular;

* Relacionar o perfil imuno-histoquimico com variaveis como
o tipo de classe histopatoldgica, contato prévio com o
antimonial pentavalente, a presenca de granulomas e de

Leishmania no estudo histopatologico.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 DEFINICAO DE AMOSTRA

Amostra de conveniéncias, ndo probabilistica, que teve como
fonte de dados casos de pacientes atendidos no ambulatorio do HuB de ambos
0s sexos entre 2001 e 2007.

Inicialmente, foi rastreado um total de 20 casos que poderiam se
tratar da forma mucosa da LTA através de pesquisa no arquivo informatizado e
também no sistema de registro de bidpsias/diagnosticos do Laboratorio de
Anatomia Patoldgica do HuB. Foi feito o levantamento de lamina, bloco e laudo
impresso de todos 0s casos, com posterior revisdo de prontudrio.

Na descricdo dos casos foram observados: nome (sigla), idade,
naturalidade, procedéncia, profissao, tipo e localizacdo da lesdo, dados clinicos
(sinais, sintomas, historico de tratamentos e de lesfes), tempo de evolugéo,
exame ORL, métodos laboratoriais de diagnostico (intradermorreacdo de
Montenegro, imunofluorescéncia indireta, cultura, inoculagdo em hamster e
esfregaco), comorbidades, tratamento e evolucao clinica. Esses dados estédo
resumidos na Tabela 07, em anexo.

Para diagnostico laboratorial da forma mucosa da LTA sao
empregados meétodos histopatoldgicos, parasitolégicos, imunologicos e de
biologia molecular. Nos meétodos histopatolégicos e parasitologicos o
diagnoéstico de certeza é feito quando ha visualizacdo do parasita. Através de
meios imunoldgicos, a intradermorreacdo de Montenegro (IRM) é positiva em
95% dos casos da forma mucosa, mas pode ser negativa principalmente em
casos de pacientes imunodeprimidos. A IRM é negativa quando ha auséncia de
qualquer sinal no local de inoculagdo ou com papula menor que 5mm de
didmetro; a positividade ocorrer quando a papula € maior ou igual a 5mm
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Ja a imunofluorescéncia indireta (IFA) tem alta sensibilidade, mas
existe a possibilidade de reacdo cruzada com outras doencas como Chagas,

paracoccidioidomicose, pénfigo e a forma visceral da Leishmaniose. As
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técnicas moleculares de PCR sédo de alta sensibilidade e especificidade, mas
ainda de baixa acessibilidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

6.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

A amostra estudada compreende biépsias de pacientes de ambos
0s sexos atendidos no ambulatério do HuB com a forma mucosa da LTA. Para
inclusdo dos casos neste estudo existiu a ocorréncia de pelo menos um dos
seguintes critérios:

a) lIdentificacdo da Leishmania na histopatologia, esfregaco,
cultura e/ou inoculacdo em hamster;

b) IRM reator e/ou IFA reagente com histopatologia compativel e
inicio de tratamento para LTA,

c) Forma cutanea pregressa de LTA tratada ou ndo com lesao

mucosa ativa.

6.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos casos de pacientes:

a) sem identificacdo de Leishmania, por métodos histopatolégicos
e/ou parasitologicos. Mesmo os pacientes com IRM e/ou IFA suspeito para
LTA, mas sem inicio de tratamento pelo médico assistente.

b) com comorbidades, sem identificacdo de Leishmania, por
meétodos histopatoldgicos e/ou parasitologicos, mesmo com IRM e/ou IFA
suspeito para LTA, mas sem tratamento clinico. Isso por existir a possibilidade
de davida no diagndstico ou tratar-se de possivel reacdo cruzada.

c) com material insuficiente para novos cortes e realizacdo das

reacdes imuno-histoquimicas.

6.4 MATERIAIS

Foram encontrados 20 possiveis casos para o estudo. Destes
selecionados, foram excluidos dois casos sem tratamento e com pesquisa de

Leishmania negativa em métodos histopatoldgicos e parasitolégicos.
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O primeiro é o caso da biépsia 5049/06: paciente apresentou IRM
fraca (7x6mm) e IFA de 1/40, mas nao tem relato de tratamento, provavelmente
por falta de seguimento. O segundo caso, 1563/07, apesar da IRM ter um
padrdao de reacdo forte (20x17mm) e IFA de 1/80, o paciente tem como
comorbidade a Hanseniase (forma virchowviana) e sem relato de inicio de
tratamento no prontuario.

Finalmente, foram incluidas dezoito bidpsias para analise
histopatoldgica.

Nos recortes para as rea¢des imuno-histoquimicas, duas biopsias
(5149/05 e 241/07) nao tiveram material suficiente para as reacdes e foram

incluidas somente na analise histopatoldgica.

6.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os casos foram analisados em microscopia Optica de cortes
histolégicos de 4um corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). Foram
realizadas as colorac¢des histoquimicas de PAS (acido periddico de Schiff) com
diastase e Fite-Faraco para descartar a presenca de fungos e bacilos alcool
acido resistentes. A andlise histopatologica foi feita seguindo os critérios
modificados utilizados por MAGALHAES (1997) — Tabela 05 e 06, em anexo.

A analise qualitativa das alteracfes histopatolégicas compreende
o total de onze critérios: alteracdes epiteliais hiperplasicas, alteragbes epiteliais
inflamatorias, infiltrado celular global, células mononucleares,macréfagos
vacuolizados, células epitelidides, granuloma, plasmaocitos, necrose aguda e/ou

subaguda, fibrose e a presenca do parasita.

6.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Na andlise quantitativa da expressdo imuno-histoquimica dos
marcadores celulares, para cada caso e cada marcador, a lamina foi
fotografada com auxilio do programa WinTV2000K Versado 4.7.23045 (1998-
2004) em dois campos aleatorios de 400x com maior positividade celular (hot

spot) e distante das areas de ulceracdo, com capturador de imagens em uma
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area correspondente a 0,0432mm? cada campo (Figura 20, em anexo). As duas
fotos foram armazenadas para cada caso e cada marcador.

Utilizando o programa UnBVision (HORITA, 2001), foi carregada
uma foto por vez e com auxilio do cursor foram contadas manualmente as
células positivas coradas em castanho (Figura 21, em anexo). Esses dois
valores foram somados, correspondendo ao nimero de células em duas fotos,
ou seja, 2x0,0432mmz2. Converteu-se esse valor para uma area padrao de 1
mm2 para expressar o numero de células positivas conforme Tabela em anexo

para a analise comparativa dos casos.
6.6.1 Técnica das reacdes
A técnica de imuno-histoquimica utilizou o Kit Estreptavidina

Peroxidase, e 0s seguintes anticorpos (Tabelall, em anexo) da Dako

Cytomation e Neomarkers:

. M x H CD45ro (célula T), da Dako, cédigo M-0742, clone
UCHLL1.

. M x H CD20CY (célula B), da Dako, codigo M — 0755,
clone L26.

. M x H CD8 (célula T), da Dako, cdédigo M-7103, clone
C8/144B.

. M x H CD68 (macroéfago), da Dako, codigo M-0876, clone
PG-MI.

. M x H CD4 AB-2 (célula T), da Neomarkers, codigo
MS392S, clone 1F6.

. M x H CD15 (neutrdfilos), da Dako, cédigo M — 0733, clone
C3D-1.

. M x Bcl-2 oncoproteina da Dako, c6digo M0887, clone 124.

Os procedimentos técnicos para a utilizacdo desses anticorpos

foram divididos em varias etapas, conforme se segue abaixo:

a. Hidratacdo das laminas — apoés cortes dos blocos de parafina,

as seccOes foram desparafinizadas em 2 (dois) banhos de equivalente vegetal
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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 bloqueio de

Peroxidase Endbgena,;

b. Bloqueio da Peroxidase Endégena - as seccbes foram
submetidas a 3 banhos de 10 minutos cada um em solucéo de agua oxigenada
a 3% (equivalente a agua oxigenada de 10 volumes), sendo as solucbes
trocadas a cada banho e obtidas & maneira da dgua oxigenada (mais ou menos

51ml de peréxido de hidrogénio a 3% e 460ml de agua destilada);

c. Pré-tratamento das laminas — as laminas foram distribuidas
em suportes plasticos e colocadas no vaporizador (Steamer - marca T-Fal) e
imersas em solucdo 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. Todas foram pré-tratadas com solucdo tampé&o citrato pH
6, exceto CD-4 em que foi utilizado o tampao EDTA pH 8, para que, em
seguida, fosse retirado o vaporizador. Porém, dentro da solucao utilizada, as

seccOes foram esfriadas por um periodo de aproximadamente 15 minutos;

d. Preparo de tampao:

. Tampdo de Citrato 10mM pH 6 (acido citrico
monohidratado — 2,1g e agua destilada — 1.000ml).

. Tampdo de EDTA 10mM pH 8 - (Etioleno
diaminotetraacetato de sédio (EDTA) — 1,869, agua destilada — 5.000 ml e
NaOH 2N - 2 a 2,5 ml ajustado pH com Na OH ou HCI 1N).

. Tampédo TRIS 0,05 mM pH 7,6 (Solucdo TBS) (Trizma
Base - Sigma Cod. T-1503 - 6.1g e agua destilada — 1.000 ml);

e. Reagentes primarios — as laminas distribuidas sobre espumas
de borracha, umedecidas com agua. Posteriormente, foram acondicionadas em

cubas plasticas com tampas, foram lavadas com TBS e secadas com lengo de
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papel. Retirado o excesso de Tampdo TBS, os Reagentes Primarios,
previamente diluidos, foram gotejados para que, em seguida, as laminas serem

deixadas na geladeira por toda a noite.

f. Reagentes secundarios (Kit Dako K — 0690 — LSAB+ ) — cada
lamina foi lavada com TBS e o excesso de tampéo TBS foi cuidadosamente
retirado com lenco de papel, para que, em seguida, ser gotejado o reagente
secundario (indicado no Kit LSAB+). Foi recoberta toda a seccdo, sendo

incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente;

g. Reagente Streptavidina Peroxidase (Kit Dako K-06 90) —
cada lamina foi lavada com TBS cujo excesso foi retirado com lenco de papel
para que, em seguida, ser gotejado o reagente Streptavidina Peroxidase
(indicado no Kit ISAB+), recobrindo toda a secc¢do, por um periodo de 30

minutos a temperatura ambiente.

h. Preparo de solucdo de DAB liquido (K-3466) - 33
Diaminobenzidina (DAB) — 1 gota de tampao que acompanha o kit DAB liquido

homogeneizado — 1ml;

I. Solugdo DAB - cada lamina foi lavada com TBS, cujo excesso
foi retirado delas com lengo de papel, cuidadosamente. Depois de gotejada a
solucdo DAB, o suficiente para cobrir toda a seccédo, foi incubada por 10

minutos.

J. Coloracdo (Hematoxilina) — as laminas foram lavadas com
agua corrente, depois colocadas na cuba para coloragdo com Hematoxilina de
Harris durante 20 segundos. Em seguida, foram lavadas com agua amoniacal e

novamente com agua corrente;
k. Montagem das laminas — para montagem, as laminas foram

desidratadas, diafanizadas e montadas com resina sintética (Entellan), sendo

gue em todas as etapas as laminas jamais foram secadas;
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|. Leitura das laminas — as laminas preparadas foram
examinadas sob microscopia de luz, obedecendo aos critérios de analise de
todos os campos microscopicos com objetivas de pequeno, médio e grande
aumento. Na contagem de células marcadas, utilizou-se o método de semi-

quantificacdo dos resultados da imuno-histoquimica.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Os achados demograficos, clinicos, laboratoriais e
histopatolégicos foram analisados do ponto de vista descritivo. Enquanto nas
classes histopatologicas e nos achados imuno-histoquimicos foram aplicados
testes ndo paramétricos, além de uma analise descritiva.

De inicio, os valores obtidos de cada variavel continua foram
descritos através da média e do desvio padrdo (Tabela 10, em anexo).

Devido ao numero pequeno de amostras, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para analisar os marcadores e as classes por serem
grupos pareados, ou seja, os marcadores sdo dependentes dentro de cada
caso e sao mensurados em cortes histolégicos semelhantes.

Relacionando o0s achados histopatolégicos (granuloma e
parasitas) e o contato prévio com antimonial pentavalente com os resultados do
perfil imuno-histoquimico, utilizou-se o teste de Mann Whitney U, um teste nédo
paramétrico para analisar grupos nao pareados.

Para todos os testes adotou-se o valor de significancia estatistica
menor a 5% (p<0,05).
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7 RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Dos pacientes do estudo (Grafico 01), quatorze sdo do sexo
masculino (77,78%) e quatro do sexo feminino (22,22%), com idade variando
de 11 a 75 anos. As profissdes (Grafico 02) foram variadas com maior
frequéncia da atividade de lavrador (33,33%), sendo todos esses do sexo
masculino.

A distribuicdo geografica regional dos casos esta representada na
Figura 06. A naturalidade é de maioria do estado de Goias (27,78%), seguido
de Minas Gerais e Bahia (16,67% cada), Tocantins e Distrito Federal (11,11%
cada) e ainda do Maranhdo, Piaui e Mato Grosso (5,56% cada). Ja a
procedéncia se concentra em quatro regides: Distrito Federal (55,56%), Goias
(27,78%), Tocantins(11,11%) e Minas Gerais (5,56%).

Os dados clinicos dos pacientes foram analisados sumariamente
(Grafico 03). Todos os casos (Grafico 03A) tiveram comprometimento da
mucosa hasal, seguida pelo palato mole e duro, mucosa labial e também da
laringe; dois pacientes apresentavam lesdo de pele ativa concomitante com a
lesdo de mucosa. Em relacdo aos sinais e sintomas (Grafico 03B) que foram
referidos durante as consultas, a obstrucédo nasal foi a queixa mais frequente
(25%), além de disfagia e rinorréia (13,46% cada).

A apresentacdo das lesdes ao exame ORL esta representada no
Gréfico 04. A leséo infiltrada com ulceracdo e perfuragdo do septo nasal foi a
mais comumente encontrada (61,11%), seguida das lesdes infiltradas com ou
sem ulceracédo (16,67% cada) e infiltrada com erosao (5,56%). Analisando os
prontuarios, as formas clinicas (Grafico 05) da LTA mucosa encontradas foram:
indeterminada (44,44%), tardia (38,89%), e concomitante (16,67%); ndo se

verificou a forma primaria e contigua.

29



22,22%

77,78%
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Gréfico 01 - Distribuigdo dos casos em relagdo ao sexo.
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Figura 06 - Distribuicdo casos em relacdo a regido de naturalidade (A) e procedéncia (B) dos

pacientes.
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Grafico 02 - Distribuicdo dos casos em relacao as profissées dos pacientes.
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Graéfico 03 - Distribuicdo dos casos em relacdo ao local das lesdes (A) e aos sinais e sintomas

(B) dos pacientes.
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Graéfico 04 - Distribuigdo dos casos em relacéo ao tipo de lesdo ao exame otorrinolaringolégico.
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Graéfico 05 - Distribuicdo dos casos em relacédo a forma clinica dos casos.
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As comorbidades (Gréfico 06) dos casos foram diversas,
ocorrendo desde doencas infecciosas e parasitarias, como Chagas e Malaria,

até outras como Diabetes Mellitus e Hipertensao Arterial Sistémica (HAS).

NUmero de casos

Nenhuma HAS Hepatite-B Chagas Tabagismo  AIDS Diabetes  Hilismo Malaria
Mellitus

Comorbidade

Gréfico 06 - Distribuicdo dos casos em relacdo as comorbidades dos casos. (Legenda: AIDS=
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida; HAS= Hipertenséo Arterial Sistémica).

7.2 RESULTADOS DOS EXAMES COMPLEMENTARES

Os exames laboratoriais complementares realizados foram a IRM,
IFA, cultura, esfregacos e inoculacdo em hamster, mas nem sempre em todos
0S Casos.

A IRM foi realizada em dezesseis pacientes sendo positivo (maior
gue 5mm) em todos eles, com uma das dimensdes variando de 7 a 38mm.

Os resultados da primeira IFA foram analisados (Grafico 07), no
estudo. Em 12 dos 16 pacientes em que ela foi encontrada, a titulagdo variou
de 1/20 a 1/320, sendo que a titulagdo 1/80 a mais frequente (7 casos). Em

dois casos nao foram encontrados dados referentes a primeira IFA.

32



NUmero de casos

Néo Néo 1/20 1/32 1/40 1/80 1/320
realizada reagente

Resultado

Gréfico 07 - Distribuicdo dos casos em relagdo ao resultado da primeira IFA
(imunofluorescéncia indireta).

A inoculacdo em hamster foi aplicada em 4 casos, mas em
nenhum deles foi identificado Leishmania por esse método. Desses 4 casos, 3
tiveram demonstracdo do parasita pelo esfregaco. No outro caso, foi negativa a
pesquisa do parasita pelos dois outros métodos: esfregaco e cultura. Em um
caso em que a cultura foi positiva para Leishmania ndo foram realizados

esfregacos e nem inoculacdo para comparar estes métodos.

7.3 RESULTADOS DO ESTUDO HISTOPATOLOGICO

As biopsias dos pacientes foram realizadas principalmente na
mucosa nasal (55,56%) e no palato mole (33,33%), além dos labios (5,56%) —
Gréafico 08.

Os padrbes de reacgao tissular encontrados estdo expostos na
Tabelas 08, em anexo, com os indices distribuidos por critérios.

As alteracbes epiteliais incluem as hiperplasicas (AEH) e
inflamatoérias (AEI) e todos os casos tiveram algum indice de alteracdo nesses
critérios (Gréfico 09). Alguns exemplos dessas alteragbes estdo nas Figuras
07, 08 e 09.
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Gréfico 08 - Distribuicdo dos casos em relacdo ao local de obtencéo das biopsias.
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Grafico 09 - Distribuicdo dos casos em relacdo as alteracdes histopatolégicas epiteliais dos

CaSO0S. (Legenda: X= néo aplicavel).
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Figura 07 - Fotomicrografias de alteracdes epiteliais hiperplasica e inflamatéria. Acima (caso 2
— HE, 100x), hiperplasia discreta com alongamento do cone epitelial (AEH=1) com area de
ulceragdo (AEI=4 - seta). Abaixo (caso 16— HE, 100x), papilomatose acentuada (AEH=2) com

fus@o do cones epiteliais, além de espongiose e linfocitos intra-epiteliais (seta). (Legenda: AEH=
alteragao epitelial hiperplasica; AEI= alteragéo epitelial inflamatéria).




hiperplasia pseudoepiteliomatosa grau 1 (AEH=3) e, abaixo (caso 14 — HE, 100x), grau 2
(AEH=4): formacé&o de blocos celulares epiteliais (setas). (Legenda: AEH= alteragzo epitelial hiperplésica).
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. A MY . -
Figura 09 - Fotomicrografias de alterag6es epiteliais inflamatoria e hiperplasica. Acima (caso 7
— HE, 100x), area de erosdo (AEI=3) com depdsito de material fibrinoleucocitario e “debris”
celulares (seta). Abaixo (caso 9 — HE, 100x), hiperplasia pseudoepiteliomatosa grau 3 (AEH=5):
formacdo de blocos celulares epiteliais amplos e irregulares (seta). (Legenda: AEH= alteragéo epitelial
hiperplasica; AEI= alteracéo epitelial inflamatoria).




As alteragdes tissulares relacionadas aos tipos celulares
encontrados no corion foram enquadradas no Gréafico 10. As células
mononucleares e os plasmaocitos foram os tipos celulares mais encontrados em
diferentes indices. O granuloma foi identificado em cinco casos, sendo que trés
deles foram encontradas células gigantes multinucleadas, tipo Langhans. Em
nenhum dos casos foi encontrado macréfagos vacuolizados. Exemplos das

alteracdes histopatologicas inflamatorias celulares estdo na Figura 10 e 11.

18+
16+
14+
9 121
@ I célul |
@ Células mononucleares
© 104 ) ,
g — B Macréfagos vacuolizados
© g4 O Celulas epitelidides
g O Células de Langhans
2 6 m Granuloma
@ Plasmécitos
4 —
2,
O,A

X 0 1 2 3 4 5
indice

Gréfico 10 - Distribuicdo dos casos em relagdo as alteragBes histopatoldgicas do infiltrado
inflamatério celular no cérion. (Legenda: X= no aplicavel).

As alteracBes tissulares adaptativas/inflamatérias (fibrose e
necrose aguda/ subaguda) estdo distribuidas no Grafico 11 e exemplificadas na
Figura 12. A fibrose foi a alteracdo mais comumente encontrada nos casos,
com indice variando de 0 a 4. Ela inicia-se com formacao de traves de tecido
conjuntivo em direcdo a cicatrizagdo da lesdo com amplas areas de coldgeno e
alguns vasos residuais. A necrose foi identificada no seio do infiltrado
inflamatorio em area com formacdo de uma malha delicada de fibrina que tem

maior afinidade a eosina na coloracdo de HE.
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Figura 10 - Fotomicrografias de alteragBes histopatolégicas do infiltrado inflamatorio celular no
corion. Acima (caso 4 — HE, 200x), infiltrado celular global discreto (ICG=2) com
mononucleares (CM=2) e plasmécitos em pequenos acumulos (seta - PLASM=2). Ao centro
(caso 6 — HE, 400X), infiltrado celular global moderado (ICG=3), com predominio de
mononucleares (seta - CM=3). Abaixo (caso 3 — HE, 400x), infiltrado celular global moderado

difuso (ICG=4) com mononucleares (CM=4) e plasmécitos abundantes (seta - PLASM=4).
(Legenda: ICG=infiltrado celular global; PLASM= plasmdcitos; CM= células mononucleares)
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Figura 11 - Fotomicrografias de altera¢bes histopatolégicas do infiltrado inflamatério celular no
cérion com presenca de granulomas. Acima (caso 16 — HE, 200x), esbo¢o de granuloma
(circulo tracejado - GRN=2), sem células gigantes multinucleadas (CL=0). Ao centro (caso 6 —
HE, 200X), granuloma (GRN=3) com varias células gigantes (setas - CL=3). Abaixo (caso 2 —

HE, 400x), detalhe de uma célula gigante, tipo Langhans (seta — CL=4). (Legenda: GRN= granuloma;
CL= células de Langhans)
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» F
Figura 12 - Fotomicrografias de alteracdes tissulares inflamatérias/adaptativas. Acima (caso 4 —
HE, 400x), hiperplasia discreta de fibroblastos (seta — F=1). Ao centro (caso 12 — HE, 200x),
fibrose moderada em area adjacente ao infiltrado (F=4). Abaixo (caso 5 — HE, 200x), malha de
fibrina em uma necrose fibrindide focal e isolada (seta - NA=3). (Legenda: F=fibrose; NA=necrose
aguda).
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Gréfico 11 - Distribuicdo dos casos em relacdo as alteragBes inflamatérias/adaptativas
tissulares no coérion. (Legenda: X= n3o aplicavel).

De maneira geral, a demonstracdo da Leishmania (Figura 13) foi
feita em 44,44% dos casos seja através da histopatologia ou por algum método
parasitologico (Grafico 12A). Na histopatologia do estudo (Grafico 12B), a

identificacdo de Leishmania foi possivel em 33,33% dos casos.

A B

44,44% 33.33%

55,56%

66,67%

O Negativa B Positiva . i,
O Negativa B Positiva

Grafico 12 - Resultado da pesquisa de Leishmania por métodos parasitolégicos e
histopatolégico (A) e somente pela histopatologia do estudo (B).

A distribuicdo da quantidade de parasitas dos casos esta
representada no Gréafico 13A. Algum método parasitolégico foi aplicado em
nove casos para identificagdo de Leishmania e confrontando com o resultado
do estudo histopatoldgico destes casos percebe-se que em seis deles foi
encontrado o parasita (66,66%). Desses casos em gue 0s parasitas formam
encontrados (Grafico 13B), em trés a pesquisa foi positiva no método
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parasitologico, em dois em ambos os métodos e em um somente na

histopatologia.

-
Y

=
o

NUmero de casos

Nimero de casos

o N A O @

indice Parasitolégico Histopatologia e Histopatologia
parasitolégico

Métodos

Gréfico 13 - Distribuicdo dos casos em relacdo a quantidade de parasitas (A) e aos métodos
em que eles foram observados (B). (Legenda: X= nao aplicavel).

No Grafico 14, esta a frequéncia da pesquisa de Leishmania por
algum meétodo parasitologico (esfregaco, cultura ou inoculacdo) ou
histopatolégico em relacdo contato prévio com o antimonial pentavalente no
tratamento da forma cutanea para LTA. Dez pacientes tinham relato de contato
prévio em tratamento da forma cuténea pregressa da LTA. Desses, em sete a
pesquisa para Leishmania foi positiva; ja nos oito outros casos sem histéria de

contato prévio com o antimonial, apenas em um se encontrou o parasita.

@ Com tratamento prévio
B Sem tratamento prévio

NUmero de casos

Positiva Negativa

Pesquisa de Leishmania

Gréfico 14 - Frequéncia da presenca de Leishmania em métodos histolégico/parasitolégicos em
relacdo ao contato prévio com antimonial pentavalente.
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Figura 13 — Fotomicrografia de demonstracéo da Leishmania (seta). No c6rion (caso 14 — L=1),
raros parasitas sdo encontrados dispersos e no interior do citoplasma de macréfagos/DCs em

meio ao infiltrado inflamatdrio mononuclear (HE 1000x).
(Legenda: DCs= células dendriticas; L= Leishmania).
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A classificacao histopatolégica (Gréafico 15A) mais frequente foi a
REC (66,67% - 12 casos), seguida das formas RENG (22,22% - 4 casos), REN
(5,56% - 1 caso) e REG (5,56% - 1 caso). Em relacdo as formas clinicas
(Gréfico 15B), a classe REC ocorreu em todas as formas clinicas existentes no
estudo, sendo também a mais comumente encontrada na tardia e
indeterminada. As Unicas classes REN e REG foram encontradas,

respectivamente, nas formas clinicas tardia e indeterminada.

A B
5 =
5,56% 5,:56% 45
9 4
22,22% g s
, o ° 3
O REC 3 25 BREC
B RENG e 2 B RENG
OREN E 1!? OREN
u}
OREG % 05 REG
0
Tardia Indeterminada Concomitante
66,67% Forma clinica

Gréfico 15 - Distribuicdo dos casos em relacéo a classificagéo histopatologica dos casos (A) e

a ocorréncias nas formas clinicas (B). (Legenda: REC=reacéo exsudativa celular; REG= reagéo exsudativa
granulomatosa; REN= reagdo exsudativa necrética; RENG= reacéo exsudativa necrético-granulomatosa).

7.4 RESULTADOS DO ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

No corion, o infiltrado inflamatoério das bidpsias dos casos de LTA
mucosa tiveram alguma positividade para todos os marcadores CD45ro, CD20,
CDS8, CD15, CD68 e Bcl-2 (Tabela 09, em anexo).

O marcador CD4 ndo obteve um padrdo de reacdo satisfatério e
nao pode ser analisada in situ nas biopsias. As reacfes foram repetidas outras
vezes, mas ocorreram areas de reacdo inespecifica. Para tentar realizar a
estimativas das células positivas para esse marcador foi subtraido o nimero de
células positivas para CD45ro das outras positivas para o CD8 (Figura 16),
para ter um nimero estimado de células T CD4" (CD4e*), para que fosse
possivel fazer uma relagdo de nimero de células T CD8*/CD4" nas variaveis
do estudo.

Analisando a quantidade total de todas as células em relacdo as

classes encontradas (p<0,05), as classes histopatoldgicas sdo reconhecidas
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estatisticamente diferentes entre si, exceto quando relacionado a REG e a REN
(Tabela 01).

Teste de Wilcoxon RENG- REN- REG- REN- REG - REG -
REC REC REC  RENG RENG REN

z 237 237 2,37 -2,37 -2,37 -0,68

Asymp. Sig. (2-tailed) 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018 0,499

Tabela 01 — Teste de Wilcoxon relacionando as classes histopatologicas no estudo

considerando a média de células positivas/mm?2 no estudo imuno-histoquimico. (Legenda:
REC-=reac¢do exsudativa celular; REG= reac&o exsudativa granulomatosa; REN= reacéo exsudativa necrética; RENG=
reacdo exsudativa necrético-granulomatosa).

A distribuicdo proporcional da média do nimero de células/mmz?
por classe histopatoldgica em relacdo aos marcadores da imuno-histoquimica
para linfécitos T (CD45ro), linfocitos B (CD20), macréfagos (CD68) e neutrofilos
(CD15) estdo no Gréafico 16 e para linfécitos T CD8" e estimado de CD4"
(CD4e*) no Grafico 17. Os gréaficos com a distribuicdo da média do numero de
células/mm?2 por marcadores celulares linfocitarios (Grafico 19) e de
neutréfilos/macréfagos (Grafico 20) nas classes histopatoldgicas, estdo em
anexo.

De forma geral, o infiltrado inflamatério € mais rico em linfocitos T
(células CD45ro positivas — Figura 14) do que linfocitos B (células CD20
positivas — Figura 15). Além disso, estima-se que ha maior proporcdo de
linfécitos T CD4" em todas as classes da forma mucosa da LTA, exceto no
Unico exemplo da classe REG em que houve predominio de linfocitos T CD8".

A quantidade de polimorfonucleares neutréfilos (células CD15
positivas — Figura 17) em cada classe € muito baixa.

Os macrofagos (células CD68 positivas — Figura 18) tiveram
proporc¢des proximas, sendo a maior na classe RENG.

O Bcl-2 (Figura 19 e Grafico 18) teve expressdo em todas as
classes, com maior nimero de células marcadas pelo na classe REG. Houve
principalmente marcacgéo de linfocitos do infiltrado inflamatorio.

Historia de contato prévio com o antimonial pentavalente,
presenca de granulomas ou parasitas identificados ao exame histopatoldgico
nao foram critérios estatisticamente significativos (p>0,05) para relacionar a
existéncia das diferencas entre os numeros de células positivas/mm2 em

relacdo a todos os marcadores da imuno-histoquimica.
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Grafico 16 — Distribuicdo proporcional da média do numero de células/mm? por classe
histopatolégica em relacdo aos marcadores da imuno-histoquimica para linfécitos T (CD45ro),
linfécitos B (CD20), macréfagos (CD68) e neutréfilos (CD15).
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Gréfico 17 — Distribuicdo proporcional da média do numero de
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Grafico 18 — Distribuicdo da média do nimero de células/mm? por classe histopatoldgica em

relagdo ao marcador imuno-histoquimico Bcl-2 para apoptose.
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Contato prévio

Marcador ) B
Sim Nao
cpasro 4567 3751 CD45r0  CD20 CD8 CD68 CD15 Bcl2 CD4
CD20 882 1030 Mann-
CD8 1634 1861 Whitney U 25 31 28 14 31 28,5 17
8" 1168 093 z -0,689 -0,053 -0,370 -1,852 -0,053 -0,318 -1,535
CD15 288 281
Bcl2 1592 1693 Asymp. Sig.
(2-tailed) 0491 0958 0,711 0,064 0958 0,751 0,125
CDh4 2933 1889

Tabela 02 — A esquerda, distribuicdo da média de células positivas/mm?2 por marcador da
imuno-histoquimica em casos com e sem contato prévio com antimonial pentavalente. A direita,
Teste de Mann-Whitney U avaliando essa relacéo.

Granuloma
Marcador . . CD45r0 CD20 CD8 CD68 CD15  Bcl2  CD4e*
Sim N&o
CD45r0  4.071  4.273
CD20 1433 795 Mann- 23,5 13 27 23 12 14 23
Whitney U
cD8 1.812  1.698
0,453 -1,643 -0,057 -0,510 -1,756 -1531 -0,510
CD68 1.127 880 z
CD15 365 248 Asymp. Sig. 0,650 0,100 0955 0610 0079 0,126 0,610
Bcl2 2011  1.465 (2-tailed)
CD4e* 2259 2575

Tabela 03 — A esquerda, distribuicdo da média de células positivas/mm? por marcador da
imuno-histoquimica em casos com e sem granulomas. A direita, Teste de Mann-Whitney U
avaliando essa relacao.

Parasita
Marcador . Nio CD45r0 CD20 CD8 CD68 CD15  Bcl2  CD4e*
CD45r0 4353  4.125
CD20 1.003 913 Mann- 27 25 26 29 24 26 23
cD8 1503 1818 Whitney U
CD68 953 960 , 0326 -0542 -0434 0108 -0,651 -0,434 -0,759
CD15 260 299 _
- Les2 1608 A?%/-Ta?l'e?jl)g' 0745 0588 0664 0914 0515 0664 0,448
CD4e* 2760  2.306

Tabela 04 — A esquerda, distribuicdo da média de células positivas/mm? por marcador da

imuno-histoquimica em casos com e sem
histopatolégico. A direita, Teste de Mann-Whitney U avaliando essa relacéo.

identificacdo de Leishmania no estudo

50



Figura 14 - Fotomicrografias de rea¢des imuno-histoquimicas para o CD45ro0. Acima: caso 4 —

REC; ao centro: caso 17 — RENG; abaixo: caso 5 — REN (IHQ - 400x). (Legenda: REC= reagdo
exsudativa celular; REN= reagdo exsudativa necrotica; RENG= reagéo exsudativa necrético-granulomatosa).
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Figura 15 - Fotomicrografias de reacdes imuno-histoquimicas para o CD20. Acima: caso 3 —
REC; ao centro: caso 17 — RENG,; abaixo: caso 6 — REG (IHQ - 400x). (Legenda: REC= reagdo
exsudativa celular; REG= reacéo exsudativa granulomatosa; RENG= reacédo exsudativa necrético-granulomatosa).
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Figura 16 - Fotomicrografias de eagﬁes imuno-histoquimicas para o CD8. Acima: caso 5 —

REN; ao centro: caso 17 — RENG; abaixo: caso 6 — REG (IHQ - 400x). (Legenda: REG= reagio
exsudativa granulomatosa; REN= reacéo exsudativa necrética; RENG= reac&o exsudativa necrético-granulomatosa).
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Figura 17 - Fotomicrografias de reacdes imno—histoquimicas para o CD15. Acima: caso 12 —

REC; ao centro: caso 6 — REG; abaixo: caso 5 — REN (IHQ - 400x). (Legenda: REC= reagéo
exsudativa celular; REG= reagdo exsudativa granulomatosa; REN= reagdo exsudativa necrotica).
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Figura 18 - Fotomicrografias de reacdes imuno-histoquimicas para o CD68. Acima: caso 3 —
REC; ao centro: caso 17 — RENG,; abaixo: caso 18 — REC (IHQ - 400x). (Legenda: REC= reagdo
exsudativa celular; REN= reagao exsudativa necrotica; RENG= reacgéo exsudativa necrético-granulomatosa).
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Figura 19 - Fotomicrografias de reagfes imuno-histoquimicas para o Bcl-2. Acima: caso 2 —
RENG; ao centro: caso 14 — REC; abaixo: caso 6 — REG (IHQ - 400x). (Legenda: REC= reagdo
exsudativa celular; REG= reacéo exsudativa granulomatosa; RENG= reacédo exsudativa necrético-granulomatosa).
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8 DISCUSSAO

No estudo, foram analisados casos da forma mucosa da LTA no
HuB, correlacionando dados clinicos e laboratoriais com os achados
histopatolégicos e imuno-histoquimicos.

Na revisdo dos prontuarios, houve certa dificuldade na descricdo
dos casos até porque nao existe um protocolo a ser preenchido no atendimento
dos pacientes com LTA. Isso poderia sintetizar muitas informacdes e facilitar o
acesso as mesmas. Muitos dados ficaram incompletos e alguns casos nao
formam incluidos no estudo, ja que a identificacdo da Leishmania nem sempre
€ possivel por métodos histopatolégicos e parasitoldgicos. Assim, a completa
informacéo de dados clinicos e laboratoriais € de sobremaneira importante para
a definicao de caso.

Uma limitagdo deste estudo foi a ndo identificagdo da espécie de
Leishmania dos casos estudados. Sabe-se que espécies diferentes podem
produzir formas clinicas e padrfes histopatolégicos diferentes. Entretanto, de
acordo com outros estudos, nas regides de onde procederam os pacientes ha
predominio de Leishmania (Viannia) braziliensis, além do préprio tropismo
dessa espécie para as mucosas nasais (SAMPAIO & PAULA, 1999;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Como a maioria das bidpsias eram de lesdes ulceradas, algumas
reagOes tiveram que ser repetidas devido a ocorréncia de reacdes inespecificas
(background) em areas proximas a de necrose tecidual. Sendo que o marcador
CD4 néao funcionou nos fragmentos, mesmo testando outras reacdes
sucessivas. Além disso, a quantidade de material nos blocos de parafina dos
casos nao foi suficiente em dois casos (11 e 15) para realizar as reacoes
imuno-histoquimicas.

Foram analisados 18 casos da forma mucosa da LTA que foram
atendidos no ambulatério do HuB, no periodo compreendido entre o ano de
2001 e 2007. A maioria dos casos foi do sexo masculino (77,78%) e com
atividade ligada a zona rural, sendo a profissdo de lavrador (33,33%) a mais
predominante. A média de idade dos pacientes do estudo foi de 50 anos,
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variando de 11 a 75 anos. A existéncia de criancas reforca a hipotese de
transmissao peridomiciliar em areas peri-urbanas (SAMPAIO & PAULA, 1999).

A maioria dos casos foi concentrada na regido Centro-Oeste,
confirmando, de acordo com dados do Ministério da Saude, esta regido como a
segunda em incidéncia de casos de LTA no Brasil: 33,30 casos/100mil
habitantes no ano de 2005 (www.datasus.gov.br). O HuB atrai pacientes de

outros estados vizinhos, principalmente da regido Norte e Nordeste. Isso néao
se deve somente pela sua localizacdo na regiao central do Brasil, mas também
por motivos historicos e por ser reconhecido como um centro de referéncia e de
exceléncia no tratamento da LTA. Além disso, a existéncia de casos naturais e
procedentes do proprio Distrito Federal ja condiz com a realidade de casos de
LTA ocorrido nessa regido como relatado por SAMPAIO & PAULA (1999).
Nesse estudo, foram descritos 11 casos de LTA de pacientes residentes no
Distrito Federal e que permaneceram na regido num periodo de seis meses a
dois anos, antes do inicio da doenca.

Os achados clinicos encontrados estdo de acordo com outros
estudos (LESSA et al., 2007; AMATO et al., 2007).

A mucosa nasal é o local mais afetado pelas lesbes da LTA na
forma mucosa. Em todos os casos do estudo foi descrita alteragcdo nessa
topografia. Em seguida, estdo a orofaringe (palato mole e duro), labios e
laringe. Em trés casos (caso 01, 11 e 16), estava descrito lesdo de pele
ulcerada que nado tinham relato de bidpsia cutanea. Pela suspeita clinica
desses casos para LTA e confirmacdo da doenca na bidpsia da lesdo mucosa,
estes casos foram alocados como exemplos da forma clinica concomitante da
LTA mucosa.

Entre as comorbidades encontradas, tiveram outras doencas
infecciosas e parasitarias: Malaria, Doenca de Chagas, Hepatite-B e AIDS,
sendo que as duas primeiras s8o0 comumente encontradas em pacientes com
LTA por apresentarem, de certa forma, o0 mesmo ambiente de contagio dos
agentes etiologicos (LESSA et al., 2007; AMATO et al., 2007).

Os sintomas citados foram variados. Foram relatados desde
sintomas locais, como a obstrucdo nasal (em 25% dos casos), até sistémicos
como febre e inapeténcia. A obstrucao nasal, coriza e epistaxe sdo 0s sintomas

mais precoces que ocorrem quando ha edema e hiperemia do septo nasal.
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Com agravo do quadro, a pele do nariz se torna espessada e edemaciada,
configurando o conhecido “nariz de tapir”. A perfuragcdo do septo nasal € um
evento subsequente, sendo sinal de agressao tecidual que pode se estender
para todo nariz, labios e palato (LESSA et al., 2007).

Ao exame ORL, predominou leséo infiltrada com algum grau de
perda da integridade do epitélio (alteracdo inflamatoria), sendo a ulceracdo com
perfuracdo do septo nasal a mais comumente encontrada (61,11%). A
descricdo da maioria das les6es encontradas nos prontuarios foi sucinta.

Na revisdo dos casos, a forma clinica da LTA néo era
estabelecida pelo médico assistente de forma objetiva. Foram classificadas no
decorrer do estudo de acordo com os achados clinicos e laboratoriais dos
prontuarios. Houve predominio da forma indeterminada (44,44%), ou seja,
casos em que nao se definiu a porta de entrada do parasita, supondo que estes
n&o tiveram uma manifestacio cutanea prévia (MINISTERIO, 2006).

Na LTA mucosa, a ndo ocorréncia de forma primaria sugere que
as lesdes sejam mesmo evolucdes da forma cutanea. Além disso, a existéncia
de formas concomitantes (lesbes cutaneas e mucosas ativas), ja previamente
descritas por varios autores, comprova a necessidade do exame ORL de todos
0s casos recem diagnosticados de LTA cutanea (BOAVENTURA et al., 2006).

A IRM foi realizada em 88,89% dos casos do estudo e todos eles
houve formacdo de nodulagdo que variou de 7 a 38mm de diametro, ou seja,
positivos. Isso esta de acordo com a literatura, em que é descrita positividade
acima de 95% em casos da forma mucosa. O resultado negativo € reservado
agueles com alguma forma de imunodepresséo. Essa observacao indica a IRM
como um importante exame no apoio diagnéstico da LTA mucosa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A IFA além de ser utilizada no diagnéstico da LTA, também tem
aplicacdo no acompanhamento do tratamento e no seguimento apos a cura da
doenca. Dos casos do estudo, em 88,89% foi encontrado a primeira IFA para o
diagnostico da LTA, sendo que em 25% desses casos 0 resultado foi ndo
reagente e nos demais (reagentes) a titulagéo variou de 1/20 a 1/320 (43,75%
delas com titulacédo de 1/80).

Em relacdo aos métodos parasitologicos (inoculacdo em hamster,

esfregaco e cultura), ndo foi possivel estabelecer um pardmetro de
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comparabilidade entre eles, ja que nem todos eles foram realizados em todos
0S casos e quando existia um deles faltava um ou os outros dois.

O tratamento de escolha, preconizado por AMATO et al., (2008) e
pelo MINISTERIO DA SAUDE (2006), da forma mucosa da LTA é o antimonial
pentavalente (Glucantime®) na dose de 20mg/kg/dia por 30 dias € no maximo
de 1275mg (3 ampolas). A droga de escolha de todos os casos foi 0 antimonial
pentavalente, porém o registro do periodo de tratamento e o critério de cura
dos casos do estudo nao foram constantes. Exceto em casos de pacientes
internados, em que foram descritos os 30 dias preconizados no tratamento,
nem sempre foi encontrado referéncia ao niumero de doses utilizadas. Também
nao foi possivel avaliar se houve resolucdo da lesdo porque nem sempre era
realizado um exame ORL de controle apds o tratamento. Isso ndo permitiu que
se fizesse uma correlagdo entre a resposta ao tratamento e a classe
histopatoldgica.

Quanto a localizacéo, a maioria das biopsias foram retiradas da
mucosa nhasal (55,56%) e no palato mole (33,33%). Além de serem as regides
mais afetadas pelas lesdes da LTA, elas sdo as mais acessiveis para a
obtencéo fragmentos durante o exame ORL (LESSA et al., 2007).

As alteracbes histopatoldgicas epiteliais hiperplasicas e
inflamatorias ocorreram em todos o0s casos, sendo que a primeira nao foi
aplicavel ao caso 1, pelo fato que o fragmento foi retirado de uma area
totalmente ulcerada. As alteracbes epiteliais formam combinadas j& que
sempre que ha certo grau de hiperplasia, também existe nivel de espongiose
intra-epitelial para posterior perda da integridade da superficie
(eroséol/ulceragéo).

Todos os critérios das alteragcfes histopatologicas referente ao
infiltrado celular no cérion foram presentes em algum dos casos, exceto os
macrofagos vacuolizados. Esses macréfagos sao ceélulas numerosas
encontradas principalmente em lesdes causadas pela Leishmania (Leishmania)
amazonensis e albergam grande quantidade de formas amastigotas no
citoplasma. Sabendo da regido em que se encontram 0s casos estudados e por
se tratar da forma mucosa da LTA, explica-se a auséncia dessas ceélulas
(indice=0) em todos os casos do estudo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O
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granuloma, apesar de ser um achado histopatologico facilmente identificado no
corte histoldgico, esteve presente em apenas cinco casos do estudo.

Das alteracdes tissulares adaptativas/inflamatorias, a reacao
conjuntiva foi encontrada em variadas propor¢cdes, principalmente na
circunjacéncia do infiltrado inflamatdrio visando a cicatrizacdo tecidual.
Enquanto que a necrose aguda/subaguda foi escassa, mas o0 seu
reconhecimento é de grande importancia porque a sua presenca ou auséncia
implica na alteracédo da classe histopatologica (REC/REN ou RENG/REG).

A presenca do parasita na histopatologia é uma forma rapida e de
baixo custo para o diagnostico da LTA, melhorando a assisténcia ao paciente e
inicio precoce do tratamento. Neste estudo, a demonstracdo da Leishmania
pela histopatologia foi possivel em 33,33% dos casos e de forma escassa
(indice variando de 0 a 2), estando de acordo com outros estudos
(ZAJTCHUCK et al, 1989). A utilizacdo de métodos parasitolégicos (cultura,
inoculagcdo em hamster e esfregaco) demonstrou ser uma forma de aumentar a
demonstracao do parasita, como visto pelo estudo. A demonstracdo do agente
etiol6gico nos casos foi de 33,33% somente no método histopatoldgico para
44,44% quando foi aplicado algum método parasitologico, principalmente o
esfregaco (MINISTERIO, 2006). Houve maior demonstracio da Leishmania em
casos gue tiveram contato prévio com o antimonial pentavalente no tratamento
da forma cutéanea da LTA do que em casos de pacientes que nunca receberam
esse tipo de tratamento. Desse fato, poderia investigar a possivel selecdo de
cepas de Leishmania resistentes que poderiam ter maior evasdo ao processo
inflamatorio e permanecerem mais tempo na lesdo, sendo mais encontradas
guando fossem tomados os fragmentos das mesmas.

O numero pequeno de casos foi um importante empecilho para a
estatistica do estudo, dificultando conseguir outras formas clinicas de LTA
mucosa que representassem outra maior quantidade das classes
histopatolégicas. Também pela propria distribuicdo da freqtiéncia das classes
histopatolégicas que tem propor¢cfes muito distintas, como observados mesmo
em estudos com grandes amostras, a andlise estatistica, sobretudo dos
marcadores imuno-histoquimicos, teria um resultado prejudicado. Como no
estudo realizado por MAGALHAES (1997), em que se tem relatado os achados
histopatolégicos do maior nimero de casos da forma mucosa da LTA (74
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casos), foram encontradas as seguintes propor¢cdes das classes
histopatolégicas: REC — 63,30%, REG — 13,50%, RENG - 10,80% e REN -
9,40%. Dados semelhantes foram encontrados neste estudo, em que a classe
REC foi a mais freqlente (66,67% dos casos) e ndo foram encontrados
exemplos das classes RES (reacao exsudativa sarcoidiforme) e RET (reacgéo
exsudativa tuberculdide).

Neste estudo, percebe-se que uma forma clinica pode ter
expressdo em classes histopatolégicas diferentes, pois constituem estagios
evolutivos do processo inflamatério. Assim, uma classe histopatolégica néo
define a forma clinica da LTA como em doengas como a Hanseniase, na qual o
patologista contribui com o clinico na definicdo da forma da doenca. No geral, a
classe REC predominou no estudo, mas também em relacdo a todas as formas
clinicas (tardia, indeterminada e concomitante). As classes REN e RENG
parecem intermediarias as classes REC e REG, sendo a necrose tecidual
transitoria. Essa ocorre na classe REC, tornando-a REN, suscitando a
formacdo do granuloma e constituindo a classe RENG. Na seqiéncia, ha
resolucédo da necrose e restando a classe REG. Dessa, ocorre dissolugéo do
granuloma que da lugar a cicatrizagdo tecidual ou manutencdo da resposta
exsudativa celular (MAGALHAES, 1997).

O programa UnBVision (HORITA, 2001) foi o utlizado pela
primeira vez em um estudo para avaliacdo do numero de células positivas por
campo em imagens capturadas de cortes histologicos de tecidos. Ele obteve
excelente praticidade e aplicabilidade na contagem das células positivas pelos
marcadores imuno-histoquimicos, facilitando sobremaneira este estudo.

Analisando a quantidade total de células positivas, quando
comparadas as classes entre si, elas se mostraram estatisticamente diferentes
(p<0,05), exceto quando se comparou a classe REG/REN em que nao teve
significancia estatistica (p=0,499). Isso mostra que, apesar das classes serem
estagios evolutivos de um processo inflamatorio, elas sdo também, além de
qualitativamente, quantitativamente distintas.

No estudo imuno-histoquimico, a maior propor¢éo de linfécitos T
em todos os casos em relacdo aos linfécitos B comprova que a resposta imune

predominante na LTA é mais celular do que humoral. Embora esta também
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exista ja que foi encontrada alguma quantidade de plasmadcitos em 94,44%
casos (MURRAY et al., 2005).

De acordo com outros estudos, estima-se que na forma mucosa
da LTA ha predominio de linfocitos T CD4" em relagdo aos linfécitos T CD8"
(BARRAL et al, 1987; COUTINHO et al., 2002; AMATO et al., 2003; SILVEIRA
et al., 2004; MORGADO et al., 2007; TUON et al., 2008).

Futuramente, a utilizacdo da imuno-histoquimica para identificar
as citocinas INF-y, TNF-a , IL12, IL- 4 e IL-10, para complementar este estudo
poderia remeter a qual resposta por linfécitos T CD4" predomina: Thl ou Th2,
correlacionando com achados histopatologicos como a presenca de
granulomas e do parasita.

Somente no caso 6, Unico exemplo de classe histopatologica
REG, houve um predominio de linfécitos T CD8" em relacdo aos linfocitos T
CD4". Buscando nos dados clinicos/ laboratoriais desse paciente, percebe-se
que ele tinha a IFA de maior titulacdo do estudo (1/320) e IRM forte reator
(27x27mm), além de uma lesdo da mucosa nasal/ palato somente infiltrada.
Provavelmente, trata-se de uma lesdo que teve um aumento transitorio de
linfocitos T CD8™ para a destruigdo citotoxica de macrofagos parasitados, como
descritos em alguns estudos, com evolucdo pra uma cura (RUIZ & BECKER,
2007; TUON et al., 2008).

A positividade de células inflamatorias para o Bcl-2 foi semelhante
entre as classes histopatolégicas, sendo maior no Unico exemplo da classe
REG. Indicando que ha um prolongamento do tempo de vida de células
inflamatorias, em sua maioria linfocitos, nas lesdes. Isso nos linfécitos seria
positivo para a manutencdo do processo inflamatério celular. Entretanto, a
existéncia, mesmo em menor propor¢ao, da inibicdo da apoptose em
macréfagos permitiria a permanéncia da principal célula que alberga o parasita,
sendo uma forma de persisténcia deste no tecido (MATLASHEWSKI, 1994).
Melhores conclusdes em relacdo a apoptose, neste estudo, seriam possiveis
se também tivesse sido realizados marcadores pro-apoptéticos e outros
antiapoptoticos.

As diferencas importantes que ocorreram no numero de células

positivas/mm2 em relacdo a algum marcador foram em classes unitarias (REG
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e REN), o que dificultou a comparabilidade entre elas por ndo existir outra
amostra para observar a manutencéo do padrdo de resposta inflamatoria.
Como algumas classes histopatologicas ndo se repetiram no
estudo para que elas pudessem ser comparadas e explicar as diferencas entre
a populacao celular encontrada no perfil imuno-histoquimico, foram analisados
outros critérios. Para isso foram confrontados grupos com contato prévio com o
antimonial pentavalente, no tratamento da forma cutanea da LTA, aqueles com
presenca de granulomas ou de Leishmania no método histopatologico. Todos
esses critérios ndo tiveram significancia estatistica (p>0,05) para explicar a
diferenca de numero de células positivas para todos os marcadores aplicados

no estudo.
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9 CONCLUSAO

1. A maioria dos pacientes do HuB no estudo € do sexo masculino, ligado a
atividade rural, naturais e procedentes da regido Centro-Oeste, com média de
idade de 50 anos, com queixa de obstrucdo nasal e lesdo de mucosa nasal
infiltrada com ulceracao e perfuracdo de septo, ao exame ORL.

2. Laboratorialmente, todos pacientes que realizaram IRM tiveram
resultados positivos, predominio de IFA reagente (titulacdo de 1/80), baixa
identificacdo de parasitas por metodos parasitologicos e histopatologicos
(44,44%) e tendo o Glucantime® como a droga de escolha para tratamento.

3. As formas clinicas da LTA mucosa identificadas foram, em ordem
decrescente de frequéncia: a indeterminada, tardia e concomitante, sendo a
ocorréncia da ultima justificativa para exame ORL em todos os pacientes com
lesdo cutanea, recém diagnosticada como LTA.

4. As bidpsias foram obtidas mais freqlientemente da mucosa nasal e
palato mole, com alteragcbes importantes do epitélio com hiperplasia e
erosao/ulceracéao.

5. Nas alteracdes inflamatorias celulares, ha predominio de um infiltrado
inflamatorio linfohistioplasmocitario denso ocasionalmente com granulomas mal
formados, alguns com células de Langhans, e auséncia de macréfagos
vacuolizados.

6. Em relacéo as alteragdes tissulares inflamatoérias/ adaptativas, a reacao
conjuntiva esta mais presente na periferia do infiltrado inflamatorio evoluindo
para a cicatrizacao das lesdes; a necrose aguda/ subaguda é pouco frequente
e discreta, mas importante na classificacéo das lesdes.

7. Os parasitas foram encontrados de forma escassa e em poucos casos
na histopatologia (33,33% dos casos — principalmente naqueles que tiveram
contato prévio com Glucantime®).

8. A classe REC foi a mais frequente (66,67%) e ndo foram encontradas as
formas RES e RET.

9. Pela primeira vez foi utilizado o UnBVision (HORITA, 2001) em um
estudo e atestada a sua a aplicabilidade e praticidade na quantificagcdo de
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células em imagens digitais capturadas em microscopia Optica, ainda mais em
reagdes imuno-histoquimicas.

10. Quando as classes histopatolégicas foram comparadas entre si, em
relacdo a quantidade de células positivas no perfil imuno-histoquimico, houve
significancia estatistica (p<0,05) entre elas, exceto entre as classe REG e REN
(p>0,05), mostrando que a maioria delas também sdo, além de
qualitativamente, quantitativamente diferentes.

11. Em todos os casos houve predominio de células T (CD45ro positivas)
em relacdo aos linfécitos B (CD20 positivas) atestando que a resposta imune
da LTA mucosa é mais celular que humoral.

12. De acordo com outros estudos, estima-se que na forma mucosa da LTA
ha predominio de linfocitos T CD4" em relacéo aos linfocitos T CD8", exceto no
anico exemplo de caso REG.

13. A utilizacdo de um perfil imuno-histoquimico, em estudos futuros, para
estudar as citocinas presentes nas lesdes pode contribuir na elucidacdo do
paradigma entre a resposta imune Thl e Th2.

14. A presenca de consideravel positividade celular para o Bcl-2, no
infiltrado inflamatério das lesGes, mostra que a apoptose pode ser
detalhadamente explorada utilizando marcadores pro-apoptoticos e outros anti-
apoptaoticos.

15. Confrontados grupos com contato prévio com o antimonial pentavalente,
no tratamento da forma cutdnea da LTA, aqueles com presenca de granulomas
ou de Leishmania no método histopatolégico ndo obtiveram significancia
estatistica (p>0,05) para explicar a diferenca da frequéncia de células

estudadas na imuno-histoquimica.
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11 ANEXOS

INDICE
ACHADOS
HISTOPATOLOGICOS © i 2 8 & 2
Alteracdes epiteliais J— Pzplloms tose Papilomatose c;-hpe_rpllf?lsm c;-hpe_rpllf?lsm éilperpllg3|a
HIPERPLASICAS Auséncia iscretas a acentuadas pseudoepiteliomatosa | pseudoepiteliomatosa | pseudoepiteliomatosa
moderadas - Grau 1 - Grau 2 -Grau 3
" Lo . Espongiose . . Ulceracéo total sem
Alteracdes epiteliais Auséncia Espongiose moderada/acentuada Erosio Epitélio parcialmente representacio
INFLAMATORIAS discreta/moderada com induto ulcerado presentac
. L epitelial
fibrinoleucocitéario
Infiltrado Infiltrado perivascular
Escasso e difuso ; ! moderado ou Infiltrado difuso Infiltrado difuso
perivascular discreto o -
INFILTRADO cellular ~ . | (ocupa menos que infiltrado difuso moderado (ocupa acentuado (ocupa
Auséncia (ocupa de 25% a ’ ; -
global 25% do campo de 50% do campo de discreto (ocupa de aproximadamente mais que um campo
4x) 4x) P 50% a 75% do todo o campo de 4x) de 4x)
campo de 4x)
CELULAS Ju— Escassos e . Moderadamente o
MONONUCLEARES Auséncia difusos Pequenos acumulos abundantes Abundantes Abundantissimos
MACRO.FAGOS Auséncia Escassos e Pequenos acumulos Moderadamente Abundantes Abundantissimos
vacuolizados difusos abundantes
CELULAS A Escassos e . Moderadamente oo
EPITELIOIDES Auséncia difusos Pequenos acimulos abundantes Abundantes Abundantissimos
Células
5 diferenciadas em Células diferenciadas | Células diferenciadas | Células diferenciadas
CELULAS DE Auséncia Escassas em vias pequenos nimero em médio nimero em grande nimero bundantes (mais de
LANGHANS de diferenciacéo (menos de 03 (mais de 03 células | (menos de 30 células | 30 células por campo
células) por campo por campo de 40x) por campo de 40x) de 40x)
de 40x
GRANULOMA Auséncia Esboco de Granuloma c_:ie Granulome_l de média Granuloma_ de grande
granuloma pequena amplitude amplitude amplitude
5 Escassos e Alguns aglomerados Moderadamente
PLASMOCITOS Auséncia | difusos ou raros ou infiltragéo difusa Abundantes Abundantissimos
] abundantes
aglomerados discreta
NECROSE aguda e/ou P Lise fogal dcljsc&eta Lise focal-cgnﬂ;ente Necrose fibrindide Necrose fibrindide Necrose fibrindide
subaguda Auséncia | - amo erada de acentuada de focal isolada multifocal focal-confluente
macroéfagos macroéfagos
’ . Hiperplasia Hiperplasia
P Hlpgrplaga Hiperplasia discreta moderada de acentuada de )
FIBROSE Auséncia minima de ; ) ) Fibrose acentuada
: de fibroblastos fibroblastos e/ou fibroblastos e/ou
fibroblastos ) h )
fibrose discreta fibrose moderada
Escasso nimero Pequeno nimero Moderado nimero Acentuado nimero Acentuadissimo
PARASITAS Auséncia (menqs que 3 (mgnos que 30 (mals que 30 (mgls que 300 ndmero (mgls que
parasitos por parasitos por campo | parasitos por campo | parasitos por campo 3000 parasitos por
campo) de 40x) de 40x) de 40x) campo de 40x)

Tabela 05 - Protocolo dos critérios histopatoldgicos para analise qualitativa dos casos
(modificado de MAGALHAES, 1997).

0 1 2a 2b 2c 3 4 5
x . Reacéo . . x
Auséncia de Reagap Rea‘?‘?“’ Exsudativa e Rea‘?‘?“’ Rea(;go Reaggo Reagéo
lesio ou lesio Exsudativa Exsudatica e Necrotico- Exsudativa e Exsudativa e | Exsudativa e Cicatricial
minima Celular Necrética Granulomatosa Granulomatosa | Sarcoidiforme | Tuberculéide (RC)
(REC) (REN) (RENG) (REG) (RES) (RET)

Tabela 06 - Classificacéo histopatologica (MAGALHAES, 1997).
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<) WinTV2000 <

(1998-2004). Campo de 400x com maior positividade celular para o CD15, neste exemplo, em
uma area correspondente a 0,0432mm?®.
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A ‘ J Informacoes

Corpos:

_ ey i | BB urauision | ¥ unessan-ant
Flgura 21 - Utlllzando o} programa UnBV|S|on Carregada uma foto do caso CD15 e contadas as
células positivas (em castanho) com auxilio do cursor. Na seta, caixa informando o nimero de
células (corpos) positivas. Neste exemplo, 33 células.

74



LP de

Nel PT AP Pront. | S| | | Nat. [Proc.| Profissdo |Local da leséo Sinais e sintomas TE LTA Tipo de lesdo ORL Local BX| IRM IFA |E|C|IH|H|Tto.| FC | Comorbidades
1| JP 181/01 | 247385 M| 65| MG | DF | aposentado |m.nasal e pele rinorréia 12a ﬁ:tg:ea infiltrada m. nasal [20x15mm| N N|*|P| Gl | FMT DM + HAS
infiltrada com ulceragéo e
m. nasal. palato obst. nasal, disfagia, Mucosa perfuracdo de septo nasal;
2| ARM | 739/01 (250723 |F |46 | PI DF do lar mé)leed’ur?) labios rinorréia, epistaxe, 6m. ha 4a lesao Ulcero-infiltrativa em m. labial {13x12mm | 1/32 |P [N | * |P | GI | FMI Nega
’ febre e inapetencia ) labios; infiltracdo de palato
mole e duro
3| AJs | 742001 | 250757 |M |66 | BA | DF |aposentado [TUCOSaNasal € | i acal e disfagia | 3a. [CUt@N€a finfiltrada com ulceragdo e | MUCOSa | 5 15 | 4/00 [+ |+ | * P | GI | FMT Chagas
palato mole hé 40a. |perfuracdo de septo nasal (SOE)
4| RVS |2414/01|213552 |F |26 | MG | MG | dolar |m. nasal rinorréia e epistaxe | 4a. [CUtanea infiltrada com ulceragdo e | oo 1 37y07mm | 140 | * [P | * [P | Gl | FMT Nega
ha ém. |perfuracdo de septo nasal
m. nasal, palato obst. nasal, rinorréia, Cutanea alato
5| DRC |2808/01 (260802 (M| 67| MG | GO pedreiro ) ;P epistaxe, prurido, dor, |1la. |, infiltrada p 30x30mm | 1/80 | * [N| * [N | GI | FMT HAS
mole e labios, edema. febre e eritema ha 40 a. mole
6| ECJ |2548/02|276303 |M|26 | GO | DF militar mbﬂaasa'epa'ato obst. nasal, rinorréia | 3a. [* infiltrada pn";"(j? 25x25mm|1/320| * | * | * [N| GI | FmI Hepatite-B
7| JAF [1147/04| 151911 |M|61| GO | GO | lavrador |™: N@s@l € palato ?fft'ui”fgff"o%?ﬁ?ﬁa 145 |Cutanea finfitrada com ulceragdo e | palato * s x|+ |*|N|cl |pur| Malara+
mole dorqe ede’ma gia, ‘|h& 6a perfuracédo de septo nasal mole Tabagismo
obst. nasal, disfagia, . %
8| VDS |1179/04|345593 |M | 62| GO | DF | lavrador [T Nasalpalato oo 0o Senistaxe,  |9m. |[Cutanea [Mfilrada comulceragdoe | oo aguaomm | 180 | * | * | * [N oI | FMT Nega
mole e duro, laringe| .. . perfuracdo de septo nasal
odinofagia e dor
9 | CCSR |1909/04 | 312418 |M | 38 | DF | DF militar  |m. nasal obst. nasal 3m. [* infiltrada com ulceragdo € | oo | 7y 7mm |10 [N | % [ NN Gl | Fmi Nega
perfuracédo de septo nasal
10| DTB | 279/05 | 368386 [M|30| GO | GO | lavrador | Nasal palato disfagia, rouquiddo, | 5, infiltrada com eroséo palato * 180 [P |N|N|P| Gl | FmI Nega
mole e duro prurido e odinofagia mole
infiltrada com ulceragéo e
11| AAL |5149/05|265003 |M |69 | BA | TO | carpinteiro |m. nasal e pele obst. nasal la |* perfuracdo de septo nasal; | m. nasal |[38X25mm|1/80 | * [ * | * [N| GI | FMC Chagas
lesdo ulcerada de pele
v e infiltrada com ulceracéo e A
12| SNS | 360/06 | 131914 |M |48 | BA | GO | serv. admn. [m. nasal obst. nasal perfuracio de septo nasal m. nasal [15x15mm| N N| Gl | FMI Nega
13| MRC |2429/06 | 50241 |M| 73| MT | DF | aposentado [T 1asal palato jobst nasal, disfagia |, |, infiltrada com ulceragdo & | palato | g g0 | /g0 | NN | * [N| Gl | FMI HAS
mole e duro, labios [rinorréia e rouquiddo perfuracédo de septo nasal mole
14| JB |5400/06 253817 |[M|53| TO | TO lavrador  [m. nasal obst. nasal 4a. |Cuténea [infiltrada com ulceragao m. nasal [15x10mm | 1\80 | * | * | * | P | GI | FMT Etilismo
. . Cutanea | .. = s/
15| JJS | 241/07 [ 222880 | F | 11| DF | DF | estudante |m.nasal epistaxe e prurido im. ha 3a infiltrada com ulceragdo m. nasal | 7x7mm N |P[N|N|N tto FMT Nega
16| JRS |1563/07| 76379 [M|45| MA | DF | lavrador |- Nasakpalato e o e rouquiddo | 2a. [CURMR finfittrada com ulceracdo palato 156 17mm| 180 | P [N | N |N| Gl | Fmc [AIDS (neuroTB) e
mole e pele héa 10a . mole Hepatite-B
17| MFCA | 1611/07 | 81242 | F |39 | GO | DF | vendedora ™ Nasak palato o o) 2a. [* infiltrada com ulceragao & | " cai loaxoomm| N | * | % | % [N| Gl | Fmi Nega
mole e duro perfuracédo de septo nasal
18| JSD |2147/07|466925|M| 75| TO | GO | lavrador |m. nasal obst. nasal e disfagia | 1a. [* infiltrada com ulceragao & | ooy logxagmm| ¢ | * | * | * [N ol | Fmi | HAS Tabagismo

perfuracéo de septo nasal

e Etilismo

(Legenda: AIDS= Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida; AP=anatomopatologico; BA=Bahia; Bx=bidspia; C=cultura; DF=Distrito Federal; DM= Diabete Mellitus; E=esfregago; F=feminino;

Tabela 07 — Relacéo dos casos utilizados no estudo com dados clinicos e laboratoriais.

FC=forma clinica; FMC=forma
mucosa concomitante; FMI=forma mucosa indeterminada; FMT=forma mucosa tardia; GI=Glucantime; GO=Goias; H=histopatologia; HAS= Hipertensdo Arterial Sistémica; I=idade (anos); IFA=imunofluorescéncia indireta;
IH=inoculagdo em hamster; IRM=intradermorreagcdo de Montenegro; LP=les&o prévia; M=masculino; MA=maranhdo; MG=Minas Gerais; MT=Mato Grosso; N=negativo; P=positivo; PI=Piaui; PT=paciente; S=sexo; TE=tempo
de evolucdo; TO=Tocantins; * =ndo consta)
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NECROSE

. Alteragdes Alteragbes | e TRADO CELULAS MACROFAGOS | CELULAS | CELULAS ) aguda | FIBROSE CLASSIFICAGAO

N AP H|P|§£gil;|\’as|:s|c as INFLi‘?\d”f\"TaO'SRI A | celular global | MONONUCLEARES | - vacuolizados ~ | EPITELIOIDES | | » gE ANS CRANUILEINE || FLASNCTENTOS) . t?;‘;t " Cgﬁﬁﬁﬁi‘;) PARASITAS | |STOPATOLOGICA CLASSE P
1 | 0181/01 X 5 5 3 0 0 0 0 3 0 1 2 1 REC
2 | 0739/01 1 4 3 3 0 3 4 3 3 3 2 2 2b RENG
3 | 0742/01 4 2 4 4 0 0 0 0 4 0 2 1 1 REC
4 | 2414/01 1 1 2 2 0 0 0 0 2 0 1 1 1 REC
5 | 2808/01 1 1 3 3 0 0 0 0 2 3 1 0 2a REN
6 | 2548/02 1 1 3 3 0 0 3 3 3 0 1 0 2c REG
7 | 1147/04 3 3 4 3 0 0 0 0 3 0 1 0 1 REC
8 | 1179/04 3 3 5 4 0 0 0 2 3 1 2 0 2b RENG
9 | 1909/04 5 4 3 2 0 0 0 0 2 0 4 0 1 REC
10 | 0279/05 4 2 4 3 0 0 0 0 3 0 1 1 1 REC
11 | 5149/05 4 3 3 3 0 0 0 0 3 0 1 0 1 REC
12 | 0360/06 1 4 2 2 0 0 0 0 1 0 4 0 1 REC
13 | 2429/06 2 3 5 3 0 0 0 0 2 0 0 0 1 REC
14 | 5400/06 4 4 4 3 0 0 0 0 3 0 2 1 1 REC
15 | 0241/07 1 1 1 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 REC
16 | 1563/07 2 3 4 4 0 0 0 2 3 3 1 0 2b RENG
17 | 1611/07 4 4 5 4 0 0 1 2 3 3 1 0 2b RENG
18 | 2147/07 4 4 5 4 0 0 0 0 3 0 1 0 1 REC

(Legenda: AP=anatomopatolégico; HP= histopatolégica; REC= reagdo exsudativa celular; REG= reacéo exsudativa granulomatosa; REN= reagdo exsudativa necrética; RENG= reagdo exsudativa
necrético-granulomatosa; X=néo aplicavel).

Tabela 08 — Relacéo dos casos com os indices dos critérios histopatoldgicos numa avaliagdo qualitativa.
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N.° AP CD45ro CD20 CD8 CD68 CD15 Bcl2 CD4e* | CLASSEHP
1 181/01 2372,69 277,78 972,22 474,54 497,69 717,59 1400,46 REC
2 | 739/01 6134,26 428,24 1018,52 1111,11 335,65 1412,04 | 5115,74 RENG
3 | 742/01 6134,26 879,63 3113,43 1747,69 185,19 1828,70 | 3020,83 REC
4 | 2414/01 | 3229,17 1006,94 914,35 428,24 104,17 2141,20 | 2314,81 REC
5 [ 2808/01 | 5960,65 486,11 2870,37 729,17 127,31 1481,48 | 3090,28 REN
6 | 2548/02 | 2615,74 1898,15 2071,76 347,22 231,48 2800,93 543,98 REG
7 | 1147/04 | 6307,87 57,87 1273,15 1574,07 208,33 914,35 5034,72 REC
8 | 1179/04 | 3414,35 1620,37 775,46 659,72 381,94 2384,26 | 2638,89 RENG
9 | 1909/04 | 1574,07 196,76 162,04 127,31 266,20 1134,26 | 1412,04 REC
10 | 279/05 3807,87 810,19 2291,67 289,35 150,46 2141,20 | 1516,20 REC
11 | 5149/05 X X X X X X X REC
12 | 360/06 3148,15 185,19 983,80 405,09 254,63 636,57 2164,35 REC
13 | 2429/06 | 6365,74 115,74 2106,48 1458,33 405,09 1539,35 | 4259,26 REC
14 | 5400/06 | 4444,44 2615,74 1250,00 1666,67 289,35 1851,85 | 3194,44 REC
15 | 241/07 X X X X X X X REC
16 | 1563/07 | 3113,43 567,13 2523,15 2083,33 462,96 1597,22 590,28 RENG
17 | 1611/07 | 5081,02 2650,46 2673,61 1435,19 416,67 1863,43 | 2407,41 RENG
18 | 2147/07 | 3668,98 1354,17 2743,06 787,04 243,06 1736,11 925,93 REC

(Legenda: AP=anatomopatoldgico; HP=histopatoldgica; REC=reac&o exsudativa celular; REG= reagéo exsudativa
granulomatosa; REN= reagdo exsudativa necrética; RENG= reagdo exsudativa necrético-granulomatosa; X = casos
com material insuficiente para estudo imuno-histoquimico).
Tabela 09 - Relacdo dos perfis imuno-histoquimicos dos casos com o numero de células

positivas/mm?2 e o CD4e* (CD4 estimado) numa avaliagdo quantitativa.

Classes REC RENG REG REN

CD45r0 4104 (£1685,2) 4435 (£1425,2) 5960 (0) 2615 (0)
CD20 749 (£793,1) 1316 (£1036,2) 486 (0) 1898 (0)
CDS8 1580 (+935,0) 1747 (+989,2) 2870 (0) 2071 (0)
CD68 895 (+641,3) 1322 (£598,8) 729 (0) 347 (0)
CD15 260 (£116,9) 398 (£53,7) 127 (0) 231 (0)
Bcl2 1463 (£570,9) 1814 (+422,6) 1481 (0) 2800 (0)
CD4e* 2523 (£1343,7) 2687 (£1859,5) 3090 (0) 543 (0)

Tabela 10 — Média de células positivas/mm?2 e desvio padrao em relagdo aos marcadores nas
classes histopatoldgicas.
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Gréfico 19— Distribuicdo da média do nimero de células/mm?2 por marcadores celulares
linfocitarios nas classes histopatologicas.
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Gréfico 20 — Distribuicdo da média do ndmero de células/mm2 por marcador celular de
neutréfilos (CD15) e macrofagico (CD68) nas classes histopatologicas.

Anticorpos Clones Diluicdo Cadigo Fabricante
CD45r0 UCHL1 1:100 M-0742 Dako
CD20CY L26 1:200 M - 0755 Dako

CD8 C8/144B 1:100 M-7103 Dako

CD4 Ab-8 1F6 1:80 MS392S Neomarkers
CD68 PG-MI 1:100 M-0876 Dako
CD15 C3D-1 1:100 M-0733 Dako
Bcl-2 oncoprotein 124 1:100 M-0887 Dako

Tabela 11 — Anticorpos e seus respectivos clones, diluigbes, codigos e fabricantes utilizados

nas reacdes imuno-histoquimicas.
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FORMA MUCOSA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA: ESTUDO HI 'STOPATOLOGICO
E IMUNO-HISTOQUIMICO DE CASOS DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BR ASILIA.

Marco Aurélio da Silva Peixoto & Albino Vercosa de Magalhaes

INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
€ uma doenga parasitaria endémica em mais de setenta
paises no mundo: 90% dos casos ocorrem em paises da
América do Sul, Africa e Asia. E causada por varias
espécies de protozooarios do género Leishmania e
transmitidas pela picada de diversas espécies de
flebotomineos. Caracteriza-se pelo comprometimento de
pele, mucosas e, raramente, linfonodos, com
manifestagBes clinicas diversas, o que dificulta
sobremaneira o diagnéstico (MINISTERIO DA SAUDE,
2006; REITHINGER et al., 2007).

No Brasil, as trés principais espécies de
Leishmania responsaveis pela LTA s&o: Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (MEDEIROS &
ROSELINO, 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
Sendo que a forma mucosa € causada principalmente
pela Leishmania (Viannia) braziliensis, com distribuicéo
abrangente no Brasil, compreendendo a Amazbnia,
regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais.

FORMAS MUCOSAS

O envolvimento mucoso na LTA é incomum e
resulta da disseminacdo hematogénica ou linfatica de
amastigotas da pele para mucosa nasal, oral, orofaringe
e laringe. Na maioria dos casos, a forma mucosa da LTA
torna-se evidente depois de alguns anos de resolugdo
de uma lesdo cutanea prévia, mas também pode ocorrer
enquanto lesdes na pele ainda estdo presentes (DA-
CRUZ et al., 2002; MOTTA et al., 2007).

As formas mucosas reconhecidas sédo a
primaria, tardia, indeterminada, contigua e concomitante
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

Na forma primaria, a lesdo de mucosa €
causada diretamente pela picada do mosquito, sendo
entdo restrita as possibilidades de lesGes localizadas em
labios e genitais A forma mucosa tardia ocorre quando
hd comprometimento da mucosa anos apds o
surgimento da lesdo cutdnea. A forma mucosa
indeterminada ndo é precedida de manifestagdo clinica
cuténea prévia, sendo entdo a primeira manifestacdo da
LTA mucosa. Na forma contigua, o envolvimento da
mucosa ocorre em decorréncia da expansao de uma
lesdo cutanea pré-existente e na forma mucosa
concomitante ha aparecimento simultdneo da lesédo
mucosa quando existe uma lesdo cutanea ativa
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Leishmania : ANTIGENOS SECRETADOS E NAO
SECRETADOS.

A Leishmania dentro do hospedeiro possui um
conjunto de antigenos que afetam o sistema imune e a
producdo de citocinas, facilitando a perpetuacdo do
processo infeccioso. Dois grupos de moléculas
parasitarias estdo envolvidos nesse processo: as
moléculas secretadas/superficie e as néao
secretadas/intracelulares, sendo as primeiras moléculas
as principais determinantes dos  mecanismos
invasivos/evasivos (SANTAREM et al., 2007).

As moléculas de superficie/secretadas incluem
o lipofosglicano glicoconjugado (LPG), na protease de
superficie promastigota glicoproteina 63 (gp63), nos
fosfolipides glicosilinositol (GIPLs), nas peptidases
cisteinicas, proteases [-mercaptoetanol ativadas,
fosfatases e quitinases. Dentre os antigenos nao
secretados, designados como panantigenos, destacam-

se as histonas, proteinas de choque térmico e proteinas
ribossémicas. (SANTAREM et al., 2007)

Enquanto os antigenos de superficie s&o
responsaveis no desenvolvimento de uma resposta
imune celular (células T e macréfagos), os antigenos
ndo secretados parecem estar envolvidos no
desenvolvimento de uma resposta humoral exuberante,
mediada por anticorpos (SANTAREM et al., 2007).

IMUNOPATOLOGIA

Apbs inoculacédo das formas promastigotas de
Leishmania na  derme, pelos  vetores, ha
desencadeamento de uma resposta com fatores séricos
(sistema complemento) e inflamatéria aguda inespecifica
celular (polimorfonucleares neutrdfilos, células natural
killer e macréfagos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As formas metaciclicas promastigotas de
Leishmania ativam o sistema complemento, tanto pela
via classica quanto alternativa, com opsonizagéo,
formagédo do complexo de ataque a membrana C5b-C9e
e conseqlente lise, de forma rapida, dos parasitas. Isto
resulta na morte de aproximadamente 90% dos
parasitas inoculados no prazo de 3 minutos (STEBUT,
2007).

A opsonizagdo por C3bi também permite
adesd@o aos receptores complementémicos (CR) 1 dos
eritrécitos  (aderéncia  imune), permitindo  uma
disseminagédo local no tecido e para outros sitios mais
distantes (STEBUT, 2007).

Os polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) sédo
as primeiras células a migrarem ao local de infecg&o ou
de lesdo tecidual, funcionando como células efetoras e
fagociticas primarias. As formas promastigotas da
Leishmania s&o capazes de liberarem o LCF
(Leishmania chemotatic fator), um fator potente
quimiotatico de neutréfilos. Uma vez ingeridas, as
particulas estranhas s&o destruidas por enzimas
proteoliticas contidas nos granulos citoplasmaticos e
pela producéo de radicais de oxigénio. Em sequéncia,
h& producéo neutrofilica de IL-8 com recrutamento de
mais neutréfilos para o local da infeccdo (AWASTHI et
al., 2004).

Os PMNs podem ser divididos em células
CD28" ou CD28" (CD — cluster of differentiation), sendo
que os primeiros tém a capacidade de interagir com
CD80/86 dos macrofagos induzindo producéo de INF-y e
fatores quimiotaticos de células T. Tendo assim agédo
inicial de comecar a resposta imune de células T contra
a Leishmania (VENUPRASAD et al., 2002).

Dois a trés dias mais tarde, ha entrada de
monécitos e macréfagos no local do processo
inflamatorio, pela produgdo de quimiocinas indutoras
macrophage inflammatory protein-lalfa (MIP-1a) e MIP-
1B. Os macréfagos fagocitam os PMNs infectados pela
identificacdo de fosfatidil na superficie das células
inflamatérias, assim ndo ha ativagdo das funcdes
antimicrobianas dos macréfagos, sendo uma via ideal e
silenciosa de entrada da Leishmania nas células do
hospedeiro (AWASTHI et al., 2004).

Os macréfagos apresentam varias fungdes:
permitem a replicagdo do parasita, mas também
funcionam como apresentadoras de antigenos (APCs) e
fonte de citocinas que modulam a resposta imune
mediada pelas células T (TEIXEIRA et al., 2006).

As duas principais moléculas de superficie da
Leishmania, LPG e gp63, em contato com as fracdes
C3b e C3bi do sistema complemento, interagem com
CR1 e CR3 da superficie de macréfagos. Isso permite a
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internalizacdo do parasita no macréfago (LODGE &
DESCOTEAUX, 2005).

As formas promastigotas aderem aos
macrofagos através destes receptores e sdo
internalizadas em um fagossomo que fusiona com o
lisossomo para formar o fagolisossomo ou vacuolo
parasitéforo. Uma vez dentro do macréfago, a forma
promastigota sofre mudancas bioquimicas e metabdlicas
culminando na forma de parasita intracelular obrigatério:
a amastigota. Estas serdo liberadas pela lise
macrofagica e podem invadir novamente células
dendriticas (DCs), fibroblastos e outros macrofagos
(HANDMAN & BULLEN, 2002).

Primariamente, os macrégafos tentam eliminar
a Leishmania através de metabdlitos téxicos do oxigénio,
como anion 6xido (O3, peréxido de hidrogénio (H.0,) e
o6xido nitrico (NO) (AWASTHI et al, 2004).
Posteriormente, os macréfagos ativados produzem
diferentes citocinas como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-18, IL-12, IL-6 e INF-y. (AWASTHI et al,,
2004).

Outras células adjuvantes na resposta imune
inata sdo as DCs e as células NK (TEIXEIRA et al.,
2006).

As DCs séo potentes APCs e podem induzir
eficientemente a ativacéo de células T. Além do que, sdo
também fonte de diferentes citocinas como IL-12, IL-10 e
INF-y (TEIXEIRA et al., 2006).

As células NK chegam ao local da infecgédo
nas primeiras 24 horas. Elas ttm com acé&o citotdxica e,
além disso, sdo fontes primarias INF-y, ajudando a
desenvolver uma resposta imune protetora (TEIXEIRA et
al., 2006).

Estd bem documentado que as células T
podem se diferenciar em células efetoras tipo Thl e Th2.
Muitos estudos tentaram definir o paradigma Th1/Th2 de
resisténcia/ susceptibilidade a infecgdo e o papel das IL-
12 e IL-4. (AWASTHI et al, 2004; ALEXANDER &
BRYSON, 2005).

A IL-4 é conhecida por induzir a diferenciagéo
Th2, enquanto a IL-12 induz a Thl (AWASTHI et al.,
2004).

A secrecdo de IL-12 pelas DCs ajuda a
direcionar uma imunidade celular protetora com a
ativacdo de células T CD4" e T CD8". Essas células
efetoras circulantes sdo recrutadas para os locais de
infeccdo na pele através de mecanismos de adeséo,
moléculas e citocinas, com posterior afluxo de monécitos
circulantes para uma resposta inflamatéria local direta,
incluindo a formagdo de granulomas e o
desenvolvimento da leséo. Resposta predominante com
células T CD4" Thl é associada com ativacéo
macrofégica induzida por INF-y indicando uma via em
que a IL-12 modula a resposta imune basica, além de
outras citocinas adjuvantes como a IL-2 e TNF. As
células T CD8" também produzem INF-y e promovem o
desenvolvimento da subpopulagdo de células T CD4"
Th1 e resolugéo da doenga (MURRAY et al., 2005).

Num ambiente inflamatério, mecanismos
contrabalanceadores normalmente ocorrem para alterar
0 processo. Na LTA, ha acéo e geragcdo de citocinas
supressoras. Citocinas associadas a uma resposta Th2
(IL-4, IL-10 e IL-13) e transforming growth factor 3 (TGF-
B) séo capazes de desregularem a resposta imune Thl e
inativarem macréfagos. Dessa forma, moderam injlria
tecidual, mas promovem a persisténcia da infecgdo
intracelular (MURRAY et al., 2005).

HISTOPATOLOGIA E OS PADROES DE REACAO

Em bidpsias, coradas pela técnica da
hemotoxilina-eosina (HE), formas amastigotas sao
visualizadas como pequenos elementos ovalados ou
piriformes, com citoplasma claro, nicleo discretamente
basofilico e cinetoplasto puntiforme ou em forma de
barra, também basofilico. Elas s&o encontradas em meio
as células inflamatérias e dentro do citoplasma de

macroéfagos/DCs, onde podem ter sua forma nédo tédo
bem definida (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

De forma geral, o quadro histopatolégico da
LTA estd representado por um infiltrado celular
histiolinfoplasmocitario (padrdo exsudativo celular),
acompanhado por uma reagdo granulomatosa que pode
surgir associada ou ndo a necrose (MAGALHAES,
1986).

Dos padrdes histopatologicos presentes na
LTA, o exsudativo celular constitui o primeiro padréo de
reacdo a presenca do parasito no tecido, pois seus tipos
celulares sao verificados em maior ou menor proporgéo
nos demais padrdes (MAGALHAES, 1986).

Na interacao Leishmania/hospedeiro,
transcorre uma resposta imune celular e humoral, com
desenvolvimento de mecanismo necrosante, lise
intracelular e granulomas organizados
(hipersensibilidade do tipo tardia). Com a necrose, ha
producdo de um granuloma organizado com células
gigantes e epitelidides. Na baixa carga antigénica, o
mecanismo de necrose é dependente da presenca
plasmécitos e linfocitos, que sdo recrutadas para a
imunidade celular e humoral (RIDLEY, 1979)

Como constatou MAGALHAES  (1986),
sistematicamente, na forma cutinea da LTA, séo
descritos os seguintes padrées de reacao:

a) Auséncia de lesdo ou lesdo minima: sem
infiltrado inflamatdrio significativo ou granulomas.

b) Reacdo exsudativa celular (REC): infiltrado
histiolinfoplasmocitario do coérion da mucosa com
propor¢des celulares que tendem para a equivaléncia.

c) Reacdo exsudativa celular e necroética
(REN): necrose tissular de amplitude e formato variaveis
associada a vasculite aguda, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmacitario.

d) Reagdo exsudativa e  necrético-
granulomatosa  (RENG): reacdo  granulomatosa
desorganizada nas proximidades de area de necrose
tissular, com presenca de células gigantes, macréfagos
ativados e infiltrado histiolinfoplasmocitario associado.

e) Reacgdo exsudativa e granulomatosa (REG):
reacdo granulomatosa desorganizada sem a presenga
de necrose tissular, no seio do infiltrado
histiolinfoplasmocitario;

f) Reacdo exsudativa e sarcoidiforme (RES):
granulomas com células epitelidides, bem formados e
organizados, semelhantes aos encontrados na
Sarcoidose

g) Reacdo exsudativa e tuberculéide (RET):
granulomas organizados com células epiteliéides,
células gigantes tipo Langhans e coroa linfocitaria
externa, semelhantes aos encontrados na Tuberculose.

h) Reacéo cicatricial (RC): reacdo observada
apos a cura clinica com presenca de escassos linfocitos
em meio a fibrose no coérion.

APOTOSE E LEISHMANIOSE

Apoptose ocorre em numerosos eventos
fisiolégicos e patolégicos e trata-se da morte celular
programada pela acdo de enzimas que degradam o DNA
celular e as proteinas plasmaéticas. Nao ha desencadeio
de processo inflamatério porque a membrana celular
permanece intacta, mas a estrutura celular é alterada.
Ocorrem retragéo celular, condensagéo e marginagao da
cromatina e formacao de corpos apoptéticos (KUMMAR
et al., 2005).

Duas vias moleculares distintas e
convergentes sdo responsaveis pela apoptose: a
extrinseca e intrinseca. Elas resultam na ativagdo da
cascata das caspases, que s&@o as proteases que atuam
em uma série de proteinas celulares e, portanto,
responsaveis pelas alteracbes morfologicas
caracteristicas da apoptose (KUMMAR et al., 2005).

Na LTA, assim como em outras doengas
parasitarias, a apoptose pode ser induzida tanto nos
parasitas quanto nas células da resposta imune do
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hospedeiro. Os mecanismos envolvidos em espécies do
género Leishmania, bem como a importancia desse
evento na patogénese da doenga, ainda ndo estdo bem
definidos (NGUEWA et al., 2004).

IMUNO-HISTOQUIMICA

Neste estudo foi realizado o seguinte perfil
imuno-histoquimico: CD45ro, CD20, CD68, CD15, CD4,
CD8 E Bcl-2. Para cada anticorpo foi utilizado controle
para verificar o funcionamento da reacdo em tonsilas
palatinas.

OBJETIVOS

Descrever casos de pacientes com a forma
mucosa da LTA, atendidos nos ambulatérios do HuB.
Analisar dados epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais,
porém correlacionando com 0s aspectos
histopatol6gicos e imuno-histoquimicos.

MATERIAL E METODOS

Amostra de conveniéncias, ndo probabilistica,
que teve como fonte de dados casos de pacientes
atendidos no ambulatério do HuB de ambos os sexos
entre 2001 e 2007.

Na descricdo dos casos foram observados:
nome (sigla), idade, naturalidade, procedéncia,
profisséo, tipo e localizacdo da lesdo, dados clinicos
(sinais, sintomas, histérico de tratamentos e de lesdes),
tempo de evolugdo, exame ORL, métodos laboratoriais
de diagnodstico (intradermorreagcdo de Montenegro,
imunofluorescéncia indireta, cultura, inoculacdo em
hamster e esfregaco), comorbidades, tratamento e
evolugao clinica.

Para inclusé@o dos casos neste estudo existiu a
ocorréncia de pelo menos um dos seguintes critérios:

a) ldentificacdo da Leishmania na
histopatologia, esfregaco, cultura e/ou inoculagdo em
hamster;

b) IRM reator e/ou IFA reagente com
histopatologia compativel e inicio de tratamento para
LTA;

c) Forma cuténea pregressa de LTA tratada ou
n&o com lesdo mucosa ativa.

Foram excluidos casos de pacientes:

a) sem identificacdo de Leishmania, por
métodos histopatolégicos e/ou parasitolégicos. Mesmo
0s pacientes com IRM e/ou IFA suspeito para LTA, mas
sem inicio de tratamento pelo médico assistente.

b) com comorbidades, sem identificacdo de
Leishmania, por métodos histopatolégicos e/ou
parasitolégicos, mesmo com IRM e/ou IFA suspeito para
LTA, mas sem tratamento clinico. Isso por existir a
possibilidade de divida no diagndstico ou tratar-se de
possivel reacdo cruzada.

¢) com material insuficiente para novos cortes
e realizagdo das reag6es imuno-histoquimicas.

Finalmente, foram incluidas dezoito bidpsias
para andlise histopatoldgica.

Nos recortes para as reagbes imuno-
histoquimicas, duas bidpsias (5149/05 e 241/07) n&o
tiveram material suficiente para as reagdes e foram
incluidas somente na andlise histopatoldgica.

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os casos foram analisados em microscopia
Optica de cortes histoloégicos de 4um corados pela
técnica de hematoxilina-eosina (HE). Foram realizadas
as coloragdes histoquimicas de PAS (acido periédico de
Schiff) com diastase e Fite-Faraco para descartar a
presenca de fungos e bacilos &lcool &cido resistentes. A
analise histopatolégica foi feita seguindo os critérios
modificados utilizados por MAGALHAES (1997).

A andlise qualitativa das alteragbes
histopatolégicas compreende o total de onze critérios:
alteracBes epiteliais hiperplasicas, alteracbes epiteliais
inflamatorias, infiltrado celular global, células

mononucleares,macréfagos vacuolizados, células
epiteliéides, granuloma, plasmécitos, necrose aguda
e/ou subaguda, fibrose e a presenca do parasita.

ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Na andlise quantitativa da expressao imuno-
histoquimica dos marcadores celulares, para cada caso
e cada marcador, a lamina foi fotografada com auxilio do
programa WinTV2000K Versdo 4.7.23045 (1998-2004)
em dois campos aleatérios de 400x com maior
positividade celular (hot spot) e distante das areas de
ulceragdo, com capturador de imagens em uma éarea
correspondente a 0,0432mm?® cada campo. As duas
fotos foram armazenadas para cada caso e cada
marcador.

Utilizando o programa UnBVision (HORITA,
2001), foi carregada uma foto por vez e com auxilio do
cursor foram contadas manualmente as células positivas
coradas em castanho. Esses dois valores foram
somados, correspondendo ao numero de células em
duas fotos, ou seja, 2x0,0432mm2. Converteu-se esse
valor para uma area padrdo de 1 mm?2 para expressar o
ndmero de células positivas .

TECNICA DAS REAGOES

A técnica de imuno-histoquimica utilizou o Kit
Estreptavidina Peroxidase, da Dako Cytomation e
Neomarkers:

ANALISE ESTATISTICA

Os achados demograficos, clinicos,
laboratoriais e histopatolégicos foram analisados do
ponto de vista descritivo. Enquanto nas classes
histopatolégicas e nos achados imuno-histoquimicos
foram aplicados testes ndo paramétricos, além de uma
anélise descritiva.

Devido ao numero pequeno de amostras, foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para
analisar os marcadores e as classes por serem grupos
pareados, ou seja, os marcadores sdo dependentes
dentro de cada caso e sd@o mensurados em cortes
histol6gicos semelhantes.

Relacionando os achados histopatolégicos
(granuloma e parasitas) e o contato prévio com
antimonial pentavalente com os resultados do perfil
imuno-histoquimico, utilizou-se o teste de Mann Whitney
U, um teste ndo paramétrico para analisar grupos nao
pareados.

Para todos os testes adotou-se o valor de
significancia estatistica menor a 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Dos pacientes do estudo, quatorze sé@o do
sexo masculino (77,78%) e quatro do sexo feminino
(22,22%), com idade variando de 11 a 75 anos. As
profissbes foram variadas com maior frequéncia da
atividade de lavrador (33,33%), sendo todos esses do
sexo masculino.

A naturalidade é de maioria do estado de
Goias (27,78%), seguido de Minas Gerais e Bahia
(16,67% cada), Tocantins e Distrito Federal (11,11%
cada) e ainda do Maranh&o, Piaui e Mato Grosso (5,56%
cada). J& a procedéncia se concentra em quatro regioes:
Distrito Federal (55,56%), Goias (27,78%),
Tocantins(11,11%) e Minas Gerais (5,56%).

Os dados clinicos dos pacientes foram
analisados sumariamente. Todos o0s casos tiveram
comprometimento da mucosa nasal, seguida pelo palato
mole e duro, mucosa labial e também da laringe; dois
pacientes apresentavam lesdo de pele ativa
concomitante com a lesdo de mucosa. Em relagdo aos
sinais e sintomas que foram referidos durante as
consultas, a obstrugéo nasal foi a queixa mais freqiiente
(25%), além de disfagia e rinorréia (13,46% cada).

Ao exame ORL, a leséo infiltrada com
ulceragdo e perfuragdo do septo nasal foi a mais
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comumente encontrada (61,11%), seguida das les6es
infiltradas com ou sem ulceracdo (16,67% cada) e
infitrada com erosdo (5,56%). Analisando o0s
prontuarios, as formas clinicas da LTA mucosa
encontradas foram: indeterminada (44,44%), tardia
(38,89%), e concomitante (16,67%); ndo se verificou a
forma primaria e contigua.

As comorbidades dos casos foram diversas,
ocorrendo desde doengas infecciosas e parasitarias,
como Chagas e Maléaria, até outras como Diabetes
Mellitus e Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS).

Os exames laboratoriais complementares
realizados foram a IRM, IFA, cultura, esfregagcos e
inoculacdo em hamster, mas nem sempre em todos 0s
casos.

A IRM foi realizada em dezesseis pacientes
sendo positivo (maior que 5mm) em todos eles, com
uma das dimensdes variando de 7 a 38mm.

Os resultados da primeira IFA foram
analisados no estudo. Em 12 dos 16 pacientes em que
ela foi encontrada, a titulagcdo variou de 1/20 a 1/320,
sendo que a titulagdo 1/80 a mais frequente (7 casos).
Em dois casos n&o foram encontrados dados referentes
a primeira IFA.

A inoculagdo em hamster foi aplicada em 4
casos, mas em nenhum deles foi identificado Leishmania
por esse método. Desses 4 casos, 3 tiveram
demonstracdo do parasita pelo esfregaco. No outro
caso, foi negativa a pesquisa do parasita pelos dois
outros métodos: esfregagco e cultura. Em um caso em
que a cultura foi positiva para Leishmania ndo foram
realizados esfregagos e nem inoculacdo para comparar
estes métodos.

As biopsias dos pacientes (Figura 1) foram
realizadas principalmente na mucosa nasal (55,56%) e
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Figura 1 — Fotomicrografias de alteracdes hiperplasicas do
epitélio (A), granuloma (B), necrose aguda (C) e demonstragio
da Leishmania - seta (D).

As alteracbes  epiteliais incluem  as
hiperplasicas (AEH) e inflamatérias (AEI) e todos os
casos tiveram algum indice de alteracdo nesses
critérios.

Nas alteragBes tissulares, as células
mononucleares e os plasmoécitos foram os tipos
celulares mais encontrados em diferentes indices. O
granuloma foi identificado em cinco casos, sendo que
trés deles foram encontradas células gigantes
multinucleadas, tipo Langhans. Em nenhum dos casos
foi encontrado macro6fagos vacuolizados.

Nas alteracbes tissulares
adaptativas/inflamatérias, a fibrose foi a alteracdo mais
comumente encontrada nos casos, com indice variando
de 0 a 4. Ela inicia-se com formacao de traves de tecido
conjuntivo em dire¢do a cicatrizacdo da lesdo com
amplas areas de colageno e alguns vasos residuais. A
necrose foi identificada no seio do infiltrado inflamatério
em area com formagdo de uma malha delicada de fibrina
gue tem maior afinidade a eosina na coloragdo de HE.

De maneira geral, a demonstracdo da
Leishmania foi feita em 44,44% dos casos seja através
da histopatologia ou por algum método parasitolégico.
Na histopatologia do estudo, a identificacdo de
Leishmania foi possivel em 33,33% dos casos.

Algum método parasitolégico foi aplicado em
nove casos para identificagdo de Leishmania e
confrontando com o resultado do estudo histopatolégico
destes casos percebe-se que em seis deles foi
encontrado o parasita (66,66%). Desses casos em que
os parasitas formam encontrados, em trés a pesquisa foi
positiva no método parasitoldgico, em dois em ambos os
métodos e em um somente na histopatologia. Dez
pacientes tinham relato de contato prévio em tratamento
da forma cutanea pregressa da LTA. Desses, em sete a
pesquisa para Leishmania foi positiva; ja nos oito outros
casos sem histéria de contato prévio com o antimonial,
apenas em um se encontrou o parasita.

A classificagado histopatolégica mais freqiiente
foi a REC (66,67% - 12 casos), seguida das formas
RENG (22,22% - 4 casos), REN (5,56% - 1 caso) e REG
(5,56% - 1 caso). Em relagdo as formas clinicas, a
classe REC ocorreu em todas as formas clinicas
existentes no estudo, sendo também a mais comumente
encontrada na tardia e indeterminada. As Unicas classes
REN e REG foram encontradas, respectivamente, nas
formas clinicas tardia e indeterminada.

No cérion, o infiltrado inflamatério das bidpsias
dos casos de LTA mucosa tiveram alguma positividade
para todos os marcadores CD45ro, CD20, CD8, CD15,
CD68 e Bcl-2 (Tabela ra 2).

o
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Figura 2 - Fotomicrografias de rea¢des imuno-histoquimicas para
0 CD45r0 (A - caso 17: RENG), CD20 (B - caso 3: REC); CD15
(C - caso 5: REN) e Bcl-2 (D - caso 2: RENG).

O marcador CD4 ndo obteve um padréo de
reacdo satisfatério e ndo pode ser analisada in situ nas
bidpsias. As reagdes foram repetidas outras vezes, mas
ocorreram areas de reacdo inespecifica. Para tentar
realizar a estimativas das células positivas para esse
marcador foi subtraido o nimero de células positivas
para CD45ro das outras positivas para o CD8, para ter
um numero estimado de células T CD4" (CD4e*), para
que fosse possivel fazer uma relagdo de numero de
células T CD8'/CD4" nas variaveis do estudo.

Classes REC RENG REG REN
4104

CDASI0 . egng) 4435 (£14252) 5960 (0) 2615 (0)

CD20 749 (+793,1) 1316 (+1036,2) 486 (0) 1898 (0)
1580

cDs @o3s0)  1747(:989.2) 2870(0) 2071(0)

CD68 895 (+641,3) 1322 (+598,8) 729 (0) 347 (0)

CD15 260 (+116,9) 398 (¢53,7)  127(0) 231 (0)
1463

Bcl2 @B709)  1814(+4226) 1481(0) 2800 (0)
) 2523

CD4e (s13437) 2087 (+18595) 3090 (0) 543 (0)

Tabela 1 - Média de células positivas/mm?2 e desvio padrdo em
relagdo aos marcadores nas classes histopatoldgicas.
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Analisando a quantidade total de todas as
células em relagéo as classes encontradas (p<0,05), as
classes histopatoldgicas séo reconhecidas
estatisticamente diferentes entre si, exceto quando
relacionado a REG e a REN.

De forma geral, o infiltrado inflamatério € mais
rico em linfécitos T (células CD45ro positivas) do que
linfocitos B (células CD20 positivas). Além disso, estima-
se que ha maior proporgdo de linfécitos T CD4" em
todas as classes da forma mucosa da LTA, exceto no
Unico exemplo da classe REG em que houve predominio
de linfocitos T CDS8".

A quantidade de polimorfonucleares
neutréfilos (células CD15 positivas) em cada classe é
muito baixa. Os macréfagos (células CD68 positivas
tiveram proporcdes préximas, sendo a maior na classe
RENG. O Bcl-2 teve expressdo em todas as classes,
com maior nimero de células marcadas pelo na classe
REG. Houve principalmente marcagdo de linfécitos do
infiltrado inflamatorio.

Histéria de contato prévio com o antimonial
pentavalente, presenca de granulomas ou parasitas
identificados ao exame histopatolégico ndo foram
critérios estatisticamente significativos (p>0,05) para
relacionar a existéncia das diferengas entre os nimeros
de células positivas/mm2 em relagdo a todos os
marcadores da imuno-histogquimica.

DISCUSSAO

No estudo, foram analisados casos da forma
mucosa da LTA no HuB, correlacionando dados clinicos
e laboratoriais com os achados histopatolégicos e
imuno-histoquimicos.

Uma limitagdo deste estudo foi a néo
identificacdo da espécie de Leishmania dos casos
estudados. Sabe-se que espécies diferentes podem
produzir formas clinicas e padrdes histopatol6gicos
diferentes. Entretanto, de acordo com outros estudos,
nas regibes de onde procederam o0s pacientes ha
predominio de Leishmania (Viannia) braziliensis, além
do proprio tropismo dessa espécie para as mucosas
nasais (SAMPAIO & PAULA, 1999; MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Foram analisados 18 casos da forma mucosa
da LTA que foram atendidos no ambulatério do HuB, no
periodo compreendido entre o ano de 2001 e 2007. A
maioria dos casos foi do sexo masculino (77,78%) e com
atividade ligada a zona rural, sendo a profissdo de
lavrador (33,33%) a mais predominante. A média de
idade dos pacientes do estudo foi de 50 anos, variando
de 11 a 75 anos. A existéncia de criancas reforca a
hipétese de transmissdo peridomiciliar em areas peri-
urbanas (SAMPAIO & PAULA, 1999).

A maioria dos casos foi concentrada na regiao
Centro-Oeste, confirmando, de acordo com dados do
Ministério da Saude, esta regido como a segunda em
incidéncia de casos de LTA no Brasil: 33,30
casos/100mil  habitantes no ano de 2005
(www.datasus.gov.br). O HuB atrai pacientes de outros
estados vizinhos, principalmente da regido Norte e
Nordeste. Isso ndo se deve somente pela sua
localizagdo na regido central do Brasil, mas também por
motivos historicos e por ser reconhecido como um centro
de referéncia e de exceléncia no tratamento da LTA.
Além disso, a existéncia de casos naturais e
procedentes do préprio Distrito Federal ja condiz com a
realidade de casos de LTA ocorrido nessa regiao como
relatado por SAMPAIO & PAULA (1999). Nesse estudo,
foram descritos 11 casos de LTA de pacientes
residentes no Distrito Federal e que permaneceram na
regido num periodo de seis meses a dois anos, antes do
inicio da doenga.

Os achados clinicos encontrados estdo de
acordo com outros estudos (LESSA et al., 2007; AMATO
et al., 2007).

A mucosa nasal é o local mais afetado pelas
lesBes da LTA na forma mucosa. Em todos os casos do
estudo foi descrita alteracdo nessa topografia. Em
seguida, estdo a orofaringe (palato mole e duro), labios e
laringe. Em trés casos (caso 01, 11 e 16), estava
descrito leséo de pele ulcerada que néo tinham relato de
biépsia cutanea. Pela suspeita clinica desses casos para
LTA e confirmacdo da doenca na biépsia da lesédo
mucosa, estes casos foram alocados como exemplos da
forma clinica concomitante da LTA mucosa.

Entre as comorbidades encontradas, tiveram
outras doencas infecciosas e parasitarias: Malaria,
Doenca de Chagas, Hepatite-B e AIDS, sendo que as
duas primeiras sdo comumente encontradas em
pacientes com LTA por apresentarem, de certa forma, o
mesmo ambiente de contagio dos agentes etiol6gicos
(LESSA et al., 2007; AMATO et al., 2007).

Os sintomas citados foram variados. Foram
relatados desde sintomas locais, como a obstrucdo
nasal (em 25% dos casos), até sistémicos como febre e
inapeténcia. A obstrucdo nasal, coriza e epistaxe séo os
sintomas mais precoces que ocorrem quando ha edema
e hiperemia do septo nasal. Com agravo do quadro, a
pele do nariz se torna espessada e edemaciada,
configurando o conhecido “nariz de tapir”. A perfuragéo
do septo nasal é um evento subseqiiente, sendo sinal de
agresséo tecidual que pode se estender para todo nariz,
labios e palato (LESSA et al., 2007).

Ao exame ORL, predominou leséo infiltrada
com algum grau de perda da integridade do epitélio
(alteragdo inflamatéria), sendo a ulceragdo com
perfuracdo do septo nasal a mais comumente
encontrada (61,11%). A descri¢cdo da maioria das lesdes
encontradas nos prontudrios foi sucinta.

Na reviséo dos casos, a forma clinica da LTA
ndo era estabelecida pelo médico assistente de forma
objetiva. Foram classificadas no decorrer do estudo de
acordo com os achados clinicos e laboratoriais dos
prontuarios. Houve predominio da forma indeterminada
(44,44%), ou seja, casos em que ndo se definiu a porta
de entrada do parasita, supondo que estes ndo tiveram
uma manifestagéio cutanea prévia (MINISTERIO, 2006).

Na LTA mucosa, a ndo ocorréncia de forma
primaria sugere que as lesdes sejam mesmo evolucdes
da forma cutanea. Além disso, a existéncia de formas
concomitantes (les6es cutdneas e mucosas ativas), ja
previamente descritas por varios autores, comprova a
necessidade do exame ORL de todos os casos recém
diagnosticados de LTA cutanea (BOAVENTURA et al.,
2006).

A IRM foi realizada em 88,89% dos casos do
estudo e todos eles houve formacdo de nodulagdo que
variou de 7 a 38mm de didmetro, ou seja, positivos. I1sso
estd de acordo com a literatura, em que é descrita
positividade acima de 95% em casos da forma mucosa.
O resultado negativo é reservado aqueles com alguma
forma de imunodepressdo. Essa observacdo indica a
IRM como um importante exame no apoio diagndstico da
LTA mucosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A IFA além de ser utilizada no diagnéstico da
LTA, também tem aplicacdo no acompanhamento do
tratamento e no seguimento apdés a cura da doenga. Dos
casos do estudo, em 88,89% foi encontrado a primeira
IFA para o diagndstico da LTA, sendo que em 25%
desses casos o resultado foi ndo reagente e nos demais
(reagentes) a titulagdo variou de 1/20 a 1/320 (43,75%
delas com titulacdo de 1/80).

Em relacdo aos métodos parasitolégicos
(inoculacdo em hamster, esfregago e cultura), ndo foi
possivel estabelecer um pardmetro de comparabilidade
entre eles, ja que nem todos eles foram realizados em
todos os casos e quando existia um deles faltava um ou
os outros dois.

O tratamento de escolha, preconizado por
AMATO et al., (2008) e pelo MINISTERIO DA SAUDE
(2006), da forma mucosa da LTA é o antimonial
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pentavalente (Glucantime®) na dose de 20mg/kg/dia por
30 dias e no maximo de 1275mg (3 ampolas). A droga
de escolha de todos os casos foi o antimonial
pentavalente, porém o registro do periodo de tratamento
e o critério de cura dos casos do estudo ndo foram
constantes. Exceto em casos de pacientes internados,
em que foram descritos os 30 dias preconizados no
tratamento, nem sempre foi encontrado referéncia ao
nimero de doses utilizadas. Também né&o foi possivel
avaliar se houve resolucéo da leséo porqgue nem sempre
era realizado um exame ORL de controle apds o
tratamento. Isso ndo permitiu que se fizesse uma
correlacdo entre a resposta ao tratamento e a classe
histopatologica.

Quanto a localizagdo, a maioria das biopsias
foram retiradas da mucosa nasal (55,56%) e no palato
mole (33,33%). Além de serem as regifes mais afetadas
pelas lesdes da LTA, elas s&o as mais acessiveis para a
obtencdo fragmentos durante o exame ORL (LESSA et
al., 2007).

As alteragbes histopatolégicas epiteliais
hiperplasicas e inflamatérias ocorreram em todos os
casos, sendo que a primeira néo foi aplicavel ao caso 1,
pelo fato que o fragmento foi retirado de uma éarea
totalmente ulcerada. As alteragbes epiteliais formam
combinadas ja que sempre que ha certo grau de
hiperplasia, também existe nivel de espongiose intra-
epitelial para posterior perda da integridade da superficie
(eroséolulceracao).

Todos os  critérios das  alteragbes
histopatolégicas referente ao infiltrado celular no cérion
foram presentes em algum dos casos, exceto 0s
macrofagos vacuolizados. Esses macréfagos sdo células
numerosas encontradas principalmente em lesdes
causadas pela Leishmania (Leishmania) amazonensis e
albergam grande quantidade de formas amastigotas no
citoplasma. Sabendo da regi&o em que se encontram os
casos estudados e por se tratar da forma mucosa da
LTA, explica-se a auséncia dessas células (indice=0) em
todos os casos do estudo (MINISTERIO DA SAUDE,
2006). O granuloma, apesar de ser um achado
histopatolégico facilmente identificado no corte
histolégico, esteve presente em apenas cinco casos do
estudo.

Das alteracbes tissulares
adaptativas/inflamatérias, a reacdo conjuntiva foi
encontrada em variadas proporgfes, principalmente na
circunjacéncia do infiltrado inflamatério visando a
cicatrizagdo tecidual. Enquanto que a necrose
aguda/subaguda foi escassa, mas 0 seu reconhecimento
€ de grande importancia porque a sua presenga ou
auséncia implica na alteracéo da classe histopatolégica
(REC/REN ou RENG/REG).

A presenca do parasita na histopatologia é
uma forma rapida e de baixo custo para o diagndéstico da
LTA, melhorando a assisténcia ao paciente e inicio
precoce do tratamento. Neste estudo, a demonstracéo
da Leishmania pela histopatologia foi possivel em
33,33% dos casos e de forma escassa (indice variando
de 0 a 2), estando de acordo com outros estudos
(ZAJTCHUCK et al, 1989). A utilizagdo de métodos
parasitolégicos (cultura, inoculagdo em hamster e
esfregaco) demonstrou ser uma forma de aumentar a
demonstracdo do parasita, como visto pelo estudo. A
demonstracdo do agente etiolégico nos casos foi de
33,33% somente no método histopatolégico para
44,44% quando foi aplicado algum método
parasitolégico, principalmente o] esfregaco
(MINISTERIO, 2006). Houve maior demonstracdo da
Leishmania em casos que tiveram contato prévio com o
antimonial pentavalente no tratamento da forma cutanea
da LTA do que em casos de pacientes que nunca
receberam esse tipo de tratamento. Desse fato, poderia
investigar a possivel selecdo de cepas de Leishmania
resistentes que poderiam ter maior evasio ao processo
inflamatério e permanecerem mais tempo na leséao,

sendo mais encontradas quando fossem tomados o0s
fragmentos das mesmas.

O ndmero pequeno de casos foi um
importante empecilho para a estatistica do estudo,
dificultando conseguir outras formas clinicas de LTA
mucosa que representassem outra maior quantidade das
classes histopatolégicas. Também pela propria
distribuicdo da freqiiéncia das classes histopatoldgicas
que tem proporgdes muito distintas, como observados
mesmo em estudos com grandes amostras, a analise
estatistica, sobretudo dos marcadores imuno-
histoquimicos, teria um resultado prejudicado. Como no
estudo realizado por MAGALHAES (1997), em que se
tem relatado os achados histopatolégicos do maior
ndamero de casos da forma mucosa da LTA (74 casos),
foram encontradas as seguintes propor¢des das classes
histopatolégicas: REC — 63,30%, REG — 13,50%, RENG
— 10,80% e REN — 9,40%. Dados semelhantes foram
encontrados neste estudo, em que a classe REC foi a
mais freqlente (66,67% dos casos) e nao foram
encontrados exemplos das classes RES (reacado
exsudativa sarcoidiforme) e RET (reacdo exsudativa
tuberculéide).

Neste estudo, percebe-se que uma forma
clinica pode ter expressdo em classes histopatoldgicas
diferentes, pois constituem estagios evolutivos do
processo inflamatdrio. Assim, uma classe histopatologica
ndo define a forma clinica da LTA como em doengas
como a Hanseniase, na qual o patologista contribui com
o clinico na definicdo da forma da doenca. No geral, a
classe REC predominou no estudo, mas também em
relacdo a todas as formas clinicas (tardia, indeterminada
e concomitante). As classes REN e RENG parecem
intermediarias as classes REC e REG, sendo a necrose
tecidual transitéria. Essa ocorre na classe REC,
tornando-a REN, suscitando a formag&o do granuloma e
constituindo a classe RENG. Na seqiiéncia, ha
resolugcdo da necrose e restando a classe REG. Dessa,
ocorre dissolugcdo do granuloma que da lugar a
cicatrizagdo tecidual ou manutengcdo da resposta
exsudativa celular (MAGALHAES, 1997).

O programa UnBVision (HORITA, 2001) foi o
utilizado pela primeira vez em um estudo para avaliagcao
do numero de células positivas por campo em imagens
capturadas de cortes histologicos de tecidos. Ele obteve
excelente praticidade e aplicabilidade na contagem das
células positivas pelos marcadores imuno-histoguimicos,
facilitando sobremaneira este estudo.

Analisando a quantidade total de células
positivas, quando comparadas as classes entre si, elas
se mostraram estatisticamente diferentes (p<0,05),
exceto quando se comparou a classe REG/REN em que
ndo teve significancia estatistica (p=0,499). Isso mostra
que, apesar das classes serem estigios evolutivos de
um processo inflamatério, elas sdo também, além de
qualitativamente, quantitativamente distintas.

No estudo imuno-histoquimico, a maior
proporcéo de linfocitos T em todos os casos em relacéo
aos linfécitos B comprova que a resposta imune
predominante na LTA é mais celular do que humoral.
Embora esta também exista ja que foi encontrada
alguma quantidade de plasmdcitos em 94,44% casos
(MURRAY et al., 2005).

De acordo com outros estudos, estima-se que
na forma mucosa da LTA ha predominio de linfécitos T
CD4" em relagdo aos linfocitos T CD8" (BARRAL et al,
1987; COUTINHO et al.,, 2002; AMATO et al., 2003;
SILVEIRA et al., 2004; MORGADO et al., 2007; TUON et
al., 2008).

Futuramente, a utilizagdo da imuno-
histoquimica para identificar as citocinas INF-y, TNF-a ,
IL12, IL- 4 e IL-10, para complementar este estudo
poderia remeter a qual resposta por linfocitos T CD4"
predomina: Thl ou Th2, correlacionando com achados
histopatolégicos como a presenga de granulomas e do
parasita.
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Somente no caso 6, Unico exemplo de classe
histopatolégica REG, houve um predominio de linfécitos
T CD8" em relagéo aos linfocitos T CD4". Buscando nos
dados clinicos/ laboratoriais desse paciente, percebe-se
que ele tinha a IFA de maior titulagcdo do estudo (1/320)
e IRM forte reator (27x27mm), além de uma lesdo da
mucosa nasal/ palato somente infiltrada. Provavelmente,
trata-se de uma lesdo que teve um aumento transitorio
de linfécitos T CD8" para a destruicdo citotoxica de
macroéfagos parasitados, como descritos em alguns
estudos, com evolugdo pra uma cura (RUIZ & BECKER,
2007; TUON et al., 2008).

A positividade de células inflamatérias para o
Bcl-2 foi semelhante entre as classes histopatolégicas,
sendo maior no Unico exemplo da classe REG.
Indicando que ha um prolongamento do tempo de vida
de células inflamatdrias, em sua maioria linfécitos, nas
lesbes. Isso nos linfocitos seria positivo para a
manutencao do processo inflamatério celular. Entretanto,
a existéncia, mesmo em menor propor¢do, da inibicdo
da apoptose em macrofagos permitiria a permanéncia da
principal célula que alberga o parasita, sendo uma forma
de persisténcia deste no tecido (MATLASHEWSKI,
1994). Melhores conclusbes em relagdo a apoptose,
neste estudo, seriam possiveis se também tivesse sido
realizados marcadores pré-apoptéticos e outros
antiapoptéticos.

As diferengcas importantes que ocorreram no
nimero de células positivas/mm?2 em relagdo a algum
marcador foram em classes unitarias (REG e REN), o
que dificultou a comparabilidade entre elas por néo
existir outra amostra para observar a manutengdo do
padréo de resposta inflamatéria.

Como algumas classes histopatolégicas nao
se repetiram no estudo para que elas pudessem ser
comparadas e explicar as diferencas entre a populacdo
celular encontrada no perfil imuno-histoquimico, foram
analisados outros critérios. Para isso foram confrontados
grupos com contato prévio com o antimonial
pentavalente, no tratamento da forma cutédnea da LTA,
aqueles com presencga de granulomas ou de Leishmania
no método histopatoldgico. Todos esses critérios ndo
tiveram significancia estatistica (p>0,05) para explicar a
diferenca de nimero de células positivas para todos os
marcadores aplicados no estudo.

CONCLUSAO

1. A maioria dos pacientes do HuB no estudo é
do sexo masculino, ligado a atividade rural, naturais e
procedentes da regido Centro-Oeste, com média de
idade de 50 anos, com queixa de obstrugdo nasal e
lesdo de mucosa nasal infiltrada com ulceragcdo e
perfurac@o de septo, ao exame ORL. Laboratorialmente,
todos pacientes que realizaram IRM tiveram resultados
positivos, predominio de IFA reagente (titulagdo de
1/80), baixa identificacdo de parasitas por métodos
parasitologicos e histopatoldgicos (44,44%) e tendo o
Glucantime® como a droga de escolha para tratamento.

2. As biopsias foram obtidas mais
frequentemente da mucosa nasal e palato mole, com
alteragdes importantes do epitélio com hiperplasia e
erosdo/ulceragéo.

3. Nas alteragBes inflamatérias celulares, ha
predominio de um infiltrado inflamatério
linfohistioplasmocitario denso ocasionalmente com
granulomas mal formados, alguns com células de
Langhans, e auséncia de macréfagos vacuolizados.

4. Em relagdo as alteragGes tissulares
inflamatérias/ adaptativas, a reacdo conjuntiva esta mais
presente na periferia do infiltrado inflamatério evoluindo
para a cicatrizagdo das lesdes; a necrose aguda/
subaguda é pouco freqiiente e discreta, mas importante
na classificagéo das lesdes.

5. Os parasitas foram encontrados de forma
escassa e em poucos casos ha histopatologia (33,33%
dos casos — principalmente naqueles que tiveram
contato prévio com Glucantime®).

6. A classe REC foi a mais freqiiente (66,67%) e
néo foram encontradas as formas RES e RET.
7. Pela primeira vez foi utilizado o UnBVision

(HORITA, 2001) em um estudo e atestada a sua a
aplicabilidade e praticidade na quantificacdo de células
em imagens digitais capturadas em microscopia éptica,
ainda mais em rea¢des imuno-histoquimicas.

8. Quando as classes histopatolégicas foram
comparadas entre si, em relagcdo a quantidade de
células positivas no perfil imuno-histoquimico, houve
significancia estatistica (p<0,05) entre elas, exceto entre
as classe REG e REN (p>0,05), mostrando que a
maioria delas também s&o, além de qualitativamente,
quantitativamente diferentes.

9. Em todos os casos houve predominio de
células T (CD45ro positivas) em relagéo aos linfocitos B
(CD20 positivas) atestando que a resposta imune da
LTA mucosa é mais celular que humoral.

10. De acordo com outros estudos, estima-se que
na forma mucosa da LTA ha predominio de linfécitos T
CD4" em relagéo aos linfocitos T CD8*, exceto no Gnico
exemplo de caso REG.

11. A utilizacdo de um perfil imuno-histoquimico,
em estudos futuros, para estudar as citocinas presentes
nas lesdes pode contribuir na elucidagdo do paradigma
entre a resposta imune Thl e Th2.

12. A presengca de consideravel positividade
celular para o Bcl-2, no infiltrado inflamatério das lesées,
mostra que a apoptose pode ser detalhadamente
explorada utilizando marcadores pré-apoptéticos e
outros anti-apoptéticos.

13. Confrontados grupos com contato prévio com
o antimonial pentavalente, no tratamento da forma
cutdnea da LTA, aqueles com presenca de granulomas
ou de Leishmania no método histopatolégico nao
obtiveram significancia estatistica (p>0,05) para explicar
a diferenca da frequéncia de células estudadas na
imuno-histoquimica.
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