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RESUMO

Considerando o papel importante da apoptose e da célula T reguladora (Treg)
na modulagéo da resposta imune, o objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo de
proteinas envolvidas na apoptose e a expressdo do fator de transcricdo Foxp3
(marcador da célula Treg) em amostras de bidpsia das diferentes formas clinicas da
LTA (leishmaniose tegumentar americana): leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose disseminada (LD), leishmaniose recidiva cutis (LRC), leishmaniose
cutaneo-mucosa (LCM) e a leishmaniose cutanea difusa (LCD). Essa expressao foi
correlacionada com dados clinico-laboratoriais, alteracbes histoldégicas e tipos
celulares constituintes do infiltrado inflamatorio. Foi avaliada a expressdo imuno-
histoquimica de marcadores para linfécito T (CD45R0O, CD4 e CD8), linfocito B
(CD20), neutrdfilo (CD15), macrofago (CD68), célula de Langerhans (CD1la), dos
marcadores da apoptose (Bcl-2, Bak, Bcl-X, FasL, caspase-3 ativa) e do marcador
para célula T reguladora (Foxp3) em 95 amostras de biopsias que foram distribuidas
de acordo com as formas clinicas apresentadas pelos pacientes: LCL (n=68), LD
(n=3), LRC (n=1), LCM (n=16) e LCD (n=7). Células apoptoéticas (positivas para
caspase-3 ativa) foram identificadas em apenas 49.33% (37/75) das amostras
avaliadas. A maior expressédo de caspase-3 ativa foi observada na LCL e houve uma
correlacdo positiva entre a expressao de caspase-3 ativa e a expressdo de FasL
(r=0,49; p=0,0009; n=43) nesta forma clinica. Estes dados sugerem que a via
Fas/FasL seja mediadora da apoptose na LTA e importante na evolugéo clinica das
lesbes, ja que a LCL é a forma clinica caracterizada pela resolucédo espontanea das
lesdes. Houve um desequilibrio na expressdo de membros pré e anti-apoptoticos da
familia Bcl-2 em macréfagos e granulomas epitelioides, que expressaram Bak, mas
nao Bcl-2 e Bcl-X. Nas formas amastigotas, a expressao de Bcl-X sugere a possivel
existéncia de uma proteina, semelhante & Bcl-X encontrada em organismos
multicelulares, mas esse achado deve ser investigado por outros métodos. Células
Foxp3® foram observadas apenas em 39.5% (32/81) das amostras avaliadas. A
LCD, apesar de apresentar um menor nimero de células CD4", mostrou um nimero
significativamente maior de células Foxp3® quando comparada com a LCL (p<0,03)
e estes resultados podem indicar que o maior numero de células Treg na LCD possa
estar associado com a hiporresponsividade observada nessa forma clinica. Além
disso, a correlacéo positiva (r=0,6185, p=0,0001, n=64) entre a expressao de Foxp3
e caspase-3 ativa observada na LCL e LCM, sugere que a apoptose possa ser um
possivel mecanismo de acéo das células Treg nestas formas clinicas.

Descritores: Leishmaniose Tegumentar americana, apoptose, Célula T
reguladora, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Considering the importance of apoptosis and regulatory T cell (Treg) in
modulation of the immune response, our aim was to evaluate the expression of
apoptosis-related proteins and Foxp3 (marker of regulatory T cell) in lesions of the
different clinical forms of ATL (american tegumentary leishmaniasis): localized
cutaneous leishmaniasis (LCL), disseminated leishmaniasis (DL), leishmaniasis
recidiva cutis (LRC), mucocutaneous leishmaniasis (MCL) and diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL). To better characterize this expression, we also performed an
analysis of histopathological findings and an identification of cell types found in
inflammatory infiltrate. We analyzed, by immunohistochemistry, the expression of
markers of cell subtypes (CD45R0O, CD4, CD8, CD20, CD68, CD15, CD1a), markers
of apoptosis (Bcl-2, Bak, Bcl-X, active caspase-3 and FasL) and presence of Foxp3®
cells in 95 biopsy samples that were divided according to the different clinical
presentations of ATL: LCL (n=68), MCL (n=16), DCL (n=7), DL (n=3), LRC (n=1).
Apoptotic cells (active caspase-3") were observed in 49.33% (37/75) of the samples
and the number of positive cells was low in all clinical forms. Apoptotic (active
caspase 3%) cells were more frequent in LCL and a significant positive correlation
between the expression of active caspase-3 and FasL was observed in this clinical
form. As LCL is the clinical presentation characterized by self-healing evolution, our
data suggest the Fas/FasL pathway may be important in clinical evolution of the
lesions in ATL. An unbalance in expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic
members of the Bcl-2 family was observed in vacuolated macrophages and
granuloma that expressed Bak but not Bcl-X and Bcl-2. The expression of Bcl-X in
amastigote forms suggests a possible existence of “counterparts” or “homologues” of
the Bcl-X observed in multicellular organisms, but this finding must be investigated by
other methods. Foxp3™ cells were observed in 39.5% (32/81) of the samples and the
number of positive cells was low in all the clinical forms. DCL (diffuse cutaneous
leishmaniasis), even presenting a significantly lower number of CD4" T cells, showed
a higher expression of Foxp3 when compared with LCL and this data suggests that
increased number of Treg cells may be associated to the hyporesponsiveness
observed in DCL. In LCL and MCL, the number of Foxp3" cells correlated positively
with the number of apoptotic cells (active caspase 3" cells) indicating that the
apoptosis may be a possible mechanism of action of Foxp3" regulatory T cell in
these clinical forms.

Keywords: American tegumentary leishmaniasis, apoptosis, regulatory T cell,
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é caracterizada por um espectro
de manifestagfes clinicas que varia da leishmaniose cutanea localizada (LCL) até
formas clinicas mais graves como a leishmaniose disseminada (LD), leishmaniose
recidiva cutis (LRC), leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) e a leishmaniose cutanea
difusa (LCD). Estas diferentes formas clinicas sdo determinadas principalmente pela
espécie de leishménia envolvida e pela resposta imune desenvolvida pelo
hospedeiro. No Brasil, Leishmania (Viannia) braziliensis é um dos principais agentes
etiolégicos da LCL e LCM, enquanto Leishmania (Leishmania) amazonensis
predomina na LCD (GRIMALDI; TESH, 1993). A susceptibilidade do hospedeiro a
doenca esta associada principalmente ao comprometimento da resposta imune
mediada pelos subtipos de linfocitos T CD4*. A LCM é caracterizada por hiper-
responsividade e destruicdo tecidual, enquanto a LCD tem sido associada com
hiporresponsividade tissular e persisténcia do parasito (BOGDAN; ROLLINGHOFF,
1998; CARVALHO et al.,1985).

Varios fatores estdo envolvidos na regulacdo da resposta imune, entre eles, a
apoptose das células do sistema imune e a acdo de células T reguladoras (Treg). A
importancia da apoptose das células do sistema imune na resolucdo da
leishmaniose tem sido demonstrada em lesGes causadas por diferentes espécies de
Leishmania (CHAKOUR et al., 2003; CONCEICAO-SILVA et al., 1998; MOORE;
MATLASHEWSKI, 1994). A apoptose também tem sido descrita nos parasitas,
contudo os mecanismos envolvidos e sua importancia na patogénese da doenca,
ainda ndo estdo bem definidos (NGUEWA et al, 2004). As células T
CD4"CD25"Foxp3” controlam a resposta imune excessiva mediada pelas células T e
apresentam diferentes mecanismos supressivos, entre eles a apoptose das células T
efetoras (TANG; BLUESTONE, 2008; ASKENASY; KAMINITZ; YARKONI, 2008).
Na infeccdo pela Leishmania major, ha evidéncias de que a presenca dessa célula
Treg esta associada a persisténcia do parasito nas lesées (PETERS; SACKS, 2006).
Apesar de ja ter sido identificada em lesGes causadas por L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, o papel da Treg na determinacdo das diferentes formas clinicas da
LTA ainda n&o esta bem definido (JI et al., 2005; CAMPANELLI et al., 2006).

Considerando a resposta imune do hospedeiro fundamental na evolugéo das

lesBes, nossa hipdtese é de que a presenca da célula Treg e a apoptose das células
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do sistema imune sejam fatores importantes na determinagéao das diferentes formas
clinicas da LTA. O objetivo deste estudo foi, portanto, determinar a expressédo de
marcadores de apoptose e de Foxp3 nas lesdes das diferentes formas clinicas da
LTA e correlacionar essa expressao com dados clinicos, alteracdes histolégicas e

tipos celulares constituintes do infiltrado inflamatorio.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1Leishmaniose tegumentar americana

Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenga causada por
espécies do protozoario do género Leishmania e amplamente distribuida nos paises
da América Latina (BASANO; CAMARGO, 2004). No Brasil, a LTA tem sido descrita
em todas as regides geograficas e apresenta elevada prevaléncia nas regiées norte,
nordeste e centro-oeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

As leishmanioses sé@o antropozoonoses e seus ciclos de transmissao variam
de acordo com a regidao geogréfica, envolvendo uma diversidade de espécies de
parasitos, vetores, reservatorios e hospedeiros (GRIMALDI; TESH, 1993). No Brasil,
ja foram identificadas sete espécies causadoras da LTA, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies envolvidas na
doenca séo Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis, sendo a maioria dos casos causada pela
Leishmania (Viannia) braziliensis. Os vetores da LTA sdo insetos denominados
flebotomineos, pertencentes ao Género Lutzomyia. Como reservatorios da doenca,
tém sido descritas varias espécies de animais silvestres (roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres) e domeésticos (canideos felideos e equideos).

A transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada dos vetores
infectados pela Leishmania (de ALMEIDA et al., 2003). A fémea do flebotomineo, ao
picar os reservatorios infectados, adquire a forma amastigota do protozoario, que se
transforma em forma promastigota (forma flagelada) no intestino dos vetores. As
promastigotas sao as formas infectantes do parasito que interagem com as células
do sistema fagocitico mononuclear, perdem o flagelo e, sob a forma amastigota,
passam a se multiplicar no interior dos macrofagos.

A partir da inoculagcdo da leishmania na pele, inicia-se uma complexa
interacdo entre o parasito e a resposta imunoldgica do hospedeiro (BARRAL-NETO
et al., 1986; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; CARVALHO et al., 1985; CASTES et
al., 1983). A leishméania é um parasito intracelular obrigatério e a imunidade
especifica na leishmaniose é basicamente mediada por células T CD4". Os linfocitos
T auxiliares (Ta) CD4" estdo subdivididos em duas subpopulagdes funcionalmente

bY

diferentes no que se refere a secrecdo de citocinas, correlacionadas com a
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resisténcia ou a susceptibilidade a infeccdo por leishméania: o subtipo Tal, que
secreta interleucina 2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e o subtipo Ta2, secretor de
interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 10 (IL-10) e TGF-3
(Transforming Growth Factor-beta). Além da célula T CD4", ha evidéncias de que a
célula T CD8" seja necesséaria para o controle da infeccdo, liberando IFN-y e
provocando citolise das células hospedeiras infectadas (RUIZ; BECKER, 2007).

Dependendo da resposta imune do hospedeiro e da espécie de Leishmania
envolvida, o individuo infectado pode permanecer assintomatico ou desenvolver um
espectro de formas clinicas (CONVIT et al., 1993; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT,
2004).

2.1.1Formas clinicas da leishmaniose tegumentar ame  ricana

A leishmaniose cutanea (LC) pode ser subdividida clinicamente em forma
localizada (LCL), forma disseminada (LD), forma recidiva cutis (LRC) e forma
cutanea difusa (LCD) (MARZORCHI; MARZORCHI, 1994). A LCL é a forma mais
comum e de melhor progndstico sendo causada predominantemente por L. (V.)
braziliensis. Na LCD, o principal agente etiologico é L. (L.) amazonensis e, pelo
predominio da resposta do tipo Ta2, apresenta o pior prognostico. A LD e a LRC séo
formas clinicas muito raras.

Na LCL, a lesdao é geralmente do tipo Ulcera, Unica ou mdultipla, ocorre na
mesma regido da picada do vetor, apresenta tendéncia a cura espontanea e boa
resposta ao tratamento.

A LD apresenta lesdes numerosas e distantes do local das picadas, que
surgem provavelmente por disseminacdo do parasito por via hematica ou via
linfatica. A resposta ao tratamento € satisfatoria, embora, para a maioria dos
pacientes, uma ou mais séries adicionais de tratamento sejam necessarias para
alcancar a cura clinica (CARVALHO et al., 1994).

A LRC caracteriza-se por evoluir com cicatrizacdo do centro da lesdo e
atividade nas bordas (OLIVEIRA-NETO et al., 1998).

Na leishmaniose cutanea difusa (LCD), as lesbes podem ser de varios tipos
(ndédulos, verrugas ou placas). O tratamento geralmente € ineficaz e as recidivas sao

frequentes.
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A leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) é causada predominantemente por L.
(V.) braziliensis sendo caracterizada por predominio da resposta do tipo Tal. As
lesGes acometem principalmente a mucosa nasal e causam coriza, obstrucao nasal
e até ulceracao e perfuracédo de septo nasal. A resposta terapéutica ndo é adequada
e as recidivas séo frequentes (LESSA et al., 2007; MARSDEN, 1994). De acordo
com a classificagdo proposta por Marzochi e Marzochi (1994), a LCM pode ser
dividida clinicamente em: tardia, concomitante, contigua, primaria e indeterminada. A
forma tardia caracteriza-se pelo aparecimento da lesdo mucosa anos apos o0
surgimento da lesdo cutanea; na forma indeterminada, ndo ha identificacdo da porta
de entrada, supondo-se que as lesbes mucosas sejam originadas de infeccdo sem
manifestacdo cutanea clinica prévia; na forma concomitante, a lesdo mucosa €
simultanea a uma lesao ativa da pele; na forma contigua, o envolvimento da mucosa
ocorre em decorréncia da expansdo de uma lesdo cutanea pré-existente e, na forma
primaria, a lesdo da mucosa é causada pela picada do vetor diretamente na mucosa,
sendo restrita as mucosas labial e genital.

O diagnostico laboratorial da LTA se constitui fundamentalmente dos
seguintes grupos de exames: parasitolégicos, imunolégicos, moleculares e
histopatoldgico.

Os exames parasitoloégicos consistem em demonstracdo direta do parasito,
isolamento em cultivo in vitro (meios de cultivo) e isolamento in vivo (inoculagbes em
animais). Em lesbes causadas por L. (V.) braziliensis, a escassez parasitaria,
caracteristica dessa espécie, diminui a sensibilidade desses exames, aumentando a
probabilidade de resultados falso-negativos. Quanto mais recente for a lesdo, maior
sera a chance de a Leishmania ser encontrada (FURTADO, 1980; GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

Os exames imunolégicos sado constituidos pelos testes soroldgicos
(reacdo de imunofluorescéncia indireta - IFlI) e pela intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM). Os niveis de anticorpos anti-Leishmania circulantes sé&o
diretamente proporcionais a atividade da infeccado. Apos a cura clinica, os titulos dos
testes sorolégicos tendem a diminuir rapidamente (em poucos meses)
(MENDONCA, 1988). O teste de Montenegro, que indica a presenca de resposta
imune celular, é positivo (= 5 mm) na grande maioria dos pacientes com LCL e LCM

e negativo na LCD. Apesar da sua grande importancia diagnostica, a positividade
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desse teste ndo significa doenca em atividade, mas exposicdo a antigenos do
parasito (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Os exames moleculares consistem principalmente em diversas técnicas de
PCR (reacao de polimerase em cadeia) de alta sensibilidade e especificidade e que
permitem também a identificacdo da espécie (LASKAY, 1995; VICTOIR et al., 2003).
Utilizando técnicas de PCR, € possivel identificar a presenca de DNA da Leishmania
na maioria das amostras das lesdes de formas clinicas com escassez parasitaria,
como a LCL e LCM, e até mesmo em cicatrizes, sugerindo que ha persisténcia do
parasito apesar da cura clinica (MENDONCA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005;
SCHUBACH et al., 2001).

O exame histopatolégico, além de contribuir para a eventual demonstracao do
parasito, possibilita o diagndéstico diferencial com outras entidades de etiologia
infecciosa ou ndo, que apresentam aspectos clinicos e epidemiolégicos semelhantes
aos da leishmaniose tegumentar. Com relacdo as altera¢des histopatoldgicas, varias
classificacbes tém sido propostas e correlacionadas com aspectos clinicos
(BITTENCOURT; BARRAL, 1991; MAGALHAES et al., 1986; RIDLEY et al., 1980).
Nas regibes onde ha predominio de L. (V.) braziliensis, Magalhdes et al. (1986)
observaram que o infiltrado inflamatério nas lesdes de LCL e LCM se caracterizava
por um predominio de linfécitos, plasmdcitos e histidcitos, com escassez parasitaria
e quantidade variavel de granulomas e necrose. Esses achados foram classificados
em seis tipos de reacdo tissular: reacdo exsudativa celular, reacdo exsudativa e
necrotica, reacdo exsudativa e necroético-granulomatosa, reagdo exsudativa e
granulomatosa, reagdo exsudativa e sarcoidiforme e reacdo exsudativa e
tuberculdide. Na LCD, diferentemente das outras formas, o infiltrado & constituido
predominantemente por macrofagos vacuolizados repletos de leishmanias.

A técnica de imuno-histoquimica aumenta a probabilidade de detec¢do do
parasito nos cortes histoloégicos e identifica os tipos celulares constituintes do
infiltrado inflamatério na LTA e, por isso, tem sido amplamente utilizada em
pesquisas (AMATO; ANDRADE; DUARTE, 2003; DIAZ et al., 2002; KENNER et al.,
1999; MORGADO et al., 2008). As celulas mais frequentes no infiltrado inflamatorio
sdo os linfocitos T de memoria (CD45R0O™). N&o ha consenso na literatura sobre o
tipo de células T (CD4" ou CD8") predominante nas formas clinicas. A LCD é a
forma clinica que apresenta o menor numero de células T. Os outros tipos de célula

observados no infiltrado sdo os linfocitos B (CD20%), macréfagos (CD68Y) e
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neutrdfilos (CD15%). Através da andlise da expressdo imuno-histoquimica das
citocinas (IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-B) também € possivel saber se ha

predominio da resposta Tal ou TaZ2.

2.2 Apoptose

A apoptose é uma forma de morte celular programada que ocorre em
numerosos eventos fisioldgicos e patoldgicos. As células apoptoéticas apresentam
algumas alteragbes morfologicas tipicas como retracdo celular, condensagédo e
marginacdo da cromatina na membrana nuclear, cariorrexe e formacdo de corpos
apoptoticos. Além disso, uma série de alteracdes bioquimicas tem sido observada
tais como exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica, alteracdes da
permeabilidade da membrana mitocondrial, liberacdo de proteinas mitocondriais,
ativacdo de caspases e clivagem do DNA em fragmentos internucleossomais
(SARASTE; PULKKI, 2000). A identificacdo destas alteracbes morfologicas e
bioguimicas permite distinguir a apoptose dos outros tipos de morte celular
(GALLUZI et al., 2007).

A apoptose é basicamente mediada pelas vias extrinseca e intrinseca que
resultam na ativagdo da cascata das caspases, que s&o as proteases que atuam em
uma série de proteinas celulares e, portanto, responséveis pelas alteragcbes
morfologicas caracteristicas da apoptose. A caspase executora mais importante é a
caspase-3 (CHOWDHURY; THARAKAN; BHAT, 2006).

A via extrinseca € desencadeada por sinais que surgem dos receptores da
morte, localizados na superficie celular, os quais sao ativados por ligantes, tais como
fator de necrose tumoral (TNF) e FasL (CD95L). A apoptose mediada por Fas e pelo
seu ligante FasL € uma das vias de sinalizacdo mais bem definida e € importante na
eliminacdo das células T ativadas durante a resposta imune, limitando assim, a
resposta do hospedeiro (VAN PARIJS; BIUCKIANS; ABBAS, 1998).

A via intrinseca da apoptose é desencadeada por varios estimulos tais como
radiacdo, privacado de hormonios e citocinas e é regulada pelo equilibrio de proteinas
pro-apoptoéticas (Bak e Bax) e anti-apoptdticas (Bcl-2 e Bcl-X)) da familia Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) envolvidas no controle na permeabilidade da membrana
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mitocondrial. Com o aumento da permeabilidade mitocondrial, ha liberacdo do
citocromo C no citosol que desencadeia a ativacao das caspases (BURLACU, 2003).

A microscopia eletrbnica € considerada “padrdo ouro” na identificacdo da
célula apoptotica, mas nao tem sido usada rotineiramente nas pesquisas em que a
quantificacdo € importante (TAATJES; SOBEL; BUDD, 2008).

Nos tecidos, a apoptose tem sido frequentemente identificada através da
técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated dUTP nick-end
labeling) que detecta fragmentos do DNA. A fragmentacdo do DNA também pode
ocorrer em outras situacdes como necrose, autélise e, por isso, ao se utilizar a
técnica de TUNEL, os resultados devem ser associados com o aspecto morfolégico
e expressdo de marcadores da apoptose (BAIMA; STICHERLING, 2002).

A apoptose também pode ser indicada pela expressao imuno-histoquimica de
caspase-3 ativa (GOWN, 2002). Através dessa técnica, pode ser avaliada também a
expressao de outras proteinas relacionadas com a apoptose como Bcl-2, Bcl-X, Bax,
Bak, Fas e FasL (KRAJEWSKI et al., 1994, KRAJEWSKI; KRAJEWSKA; REED,
1996; STRATER et al., 2001)

2.2.1 Apoptose e leishmaniose

A alteracdo na regulacdo da apoptose tem sido envolvida na
imunopatogénese de varias doencas infecto-parasitarias (BARCINSKI; dos REIS,
1999; DOCKREL, 2003; LUDER; GROSS; LOPES, 2001; SCHAUMBURG et al.,
2006).

Na leishmaniose, assim como em outras doencas parasitarias, a apoptose
pode ser induzida tanto nos parasitos quanto nas células da resposta imune do
hospedeiro.

Os mecanismos envolvidos na morte celular programada em espécies do
género Leishmania, assim como sua importancia na patogénese da leishmaniose,
ainda nao estdo bem definidos (NGUEWA et al., 2004). Algumas caracteristicas,
semelhantes as da apoptose de organismos multicelulares, tém sido observadas na
apoptose da Leishmania: exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica,
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo C,
ativacao de proteases, condensacao e fragmentacdo da cromatina (ARNOULT et al.,

2002). Além disso, assim como em organismos multicelulares, a apoptose pode ser
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desencadeada por diversos estimulos (privacdo de nutrientes, drogas e estresse
oxidativo) (DEBRABANT et al., 2003).

A importancia da apoptose na resolucdo de lesdes causadas por varias
espécies de Leishmania tem sido demonstrada em varias pesquisas.

Na infeccéo por Leishmania donovani, ha evidéncias de que ocorre inibicao
da apoptose do macrofago infectado, facilitando a persisténcia do organismo no
hospedeiro (MOORE; MATLASHEWSKI, 1994). Além disso, de acordo com Das et
al. (1999), a susceptibilidade a doenca também estd associada a apoptose das
células T CD4" que coincide com a diminuicdo das citocinas produzidas pelas
células do tipo Tal.

Nas lesdes causadas por Leishmania major, ha evidéncias de que a
expressdo de Fas/FasL seja essencial para a resisténcia a infeccdo. O aumento na
expressdo de Fas em macrofagos em resposta ao IFN-y, torna essas células mais
susceptiveis a apoptose mediada pelo FasL expresso em linfécitos T (CHAKOUR et
al., 2003; CONCEICAO-SILVA et al., 1998)

Ha poucos trabalhos publicados sobre o papel da apoptose na leishmaniose
tegumentar americana. Nas lesdes cutaneas de pacientes infectados por L. (V.)
braziliensis, Bertho et al. (2000) demonstraram, através de citometria de fluxo, que a
porcentagem de células T CD4" e CD8" apoptdticas € maior nas lesdes ativas do
gue naquelas em cicatrizacdo. A apoptose de células T também pode ser um dos
mecanismos responsaveis pela anergia presente nas lesées causadas pela L. (L.)
amazonensis de acordo com Pinheiro et al. (2004).

Contudo, a importancia da apoptose na determinacdo das diferentes formas

clinicas da leishmaniose tegumentar americana ainda néo esta bem definida.

+

2.3 Célula T reguladora Foxp3

Varios tipos de células T reguladoras (Treg) tais como Th3, Trl e CD4'CD25",
sdo capazes de controlar a resposta imune em doengas auto-imunes, neoplasias e
infeccdes cronicas (JONULEIT; SCHMITT, 2003).

As células T reguladoras CD4'CD25" representam 5-10% da populagdo de
células T CD4" no sangue periférico. Além de expressarem CD25, essas células

expressam uma série de outros marcadores: fator de transcricdo Foxp3 (forkhead
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box protein 3), GITR (glucocorticoid-induced tumor-necrosis factor receptor-related
protein) e CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4) (COOLS et al.,
2007). Desses marcadores, o mais especifico € o Foxp3, fator de transcricdo
considerado fundamental no desenvolvimento e funcionamento da célula Treg
(HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003).

As células T CD4'CD25'Foxp3” controlam a resposta imune excessiva
mediada pelas células Tal e Ta2 e apresentam diferentes mecanismos supressivos:
supressdo da proliferacdo e producdo de citocinas pelas células T efetoras;
secrecdo de citocinas supressoras como IL-10 e TGF-B; apoptose de células T
efetoras, entre outros (TANG; BLUESTONE, 2008; ASKENASY; KAMINITZ;
YARKONI, 2008). A apoptose tem sido considerada um mecanismo de homeostasia
e supressdo das Treg e isto se deve a sua menor susceptibilidade a apoptose e
capacidade de induzir a apoptose nas células efetoras (YOLCU et al., 2008; BANZ;
PONTOUX; PAPIERNIK, 2002).

2.3.1 Célula T Foxp3 " e leishmaniose

Em varias doencas infecto-parasitarias, observa-se que o equilibrio entre as
células T reguladoras e as ceélulas T efetoras influencia na resolucdo dessas
doencas (BELKAID, 2007).

O papel da célula T CD4'CD25'Foxp3" na resposta imune da leishmaniose
cutanea tem sido avaliado principalmente nas infec¢cées por L major (PETERS;
SACKS, 2006). Nos camundongos susceptiveis, a célula Treg provoca supressao da
resposta imune excessiva mediada pelas células Ta2. Nos camundongos
resistentes, a célula Treg controla a resposta Tal permitindo a persisténcia do
parasito e a manutencao da imunidade contra reinfeccdo (MENDEZ et al., 2004).

Nas lesdes de pele infectadas com L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis,
sabe-se que as células Treg se acumulam, secretam IL-10 e TGF-B3, inibem a
proliferacdo de células T assim como a producdo de citocinas (IL-2 e IFN- y) por
essas células e, dessa forma, possivelmente, contribuem para o controle da
resposta imune mediada pelas células T efetoras (JI et al., 2005; CAMPANELLI et
al., 2006).

Contudo, a importancia das células Treg na determinacdo das diferentes
formas clinicas da LTA ainda ndo esta bem definida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

* Avaliar a expressdo de marcadores de apoptose e do fator de transcricao
Foxp3 nas lesdes das diferentes formas clinicas da LTA e correlacionar essa
expressdo com dados clinicos dos pacientes, alteracdes histopatologicas e

tipos celulares constituintes do infiltrado inflamatério.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar as alteracdes histopatologicas nas lesbes das diferentes formas
clinicas da LTA.

» |dentificar os tipos celulares constituintes do infiltrado inflamatério nas lesdes
das diferentes formas clinicas da LTA

* Analisar a expressdo de marcadores de apoptose e do fator de transcricao

Foxp3 nas lesbes das diferentes formas clinicas da LTA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Pacientes e amostras de biopsia

Foram analisadas amostras de bidpsias de lesdes de pacientes com LTA
atendidos no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e no Hospital Universitario
Presidente Dutra da Universidade Federal do Maranh&o no periodo de 2001 a 2008.

Foram incluidas amostras de bidpsias (a maioria por punch de 4 mm) de
lesbes sem tratamento prévio, de pacientes com dados clinicos e epidemiolégicos
suspeitos e com, pelo menos, um exame laboratorial (imunoldgico, parasitolégico ou
histopatoldgico) positivo. Foram excluidas as amostras de tecido que ndo possuiam
areas representativas da lesao.

Dos prontuarios dos pacientes, foram obtidos os seguintes dados clinicos:
forma clinica (LCL, LD, LRC, LCM e LCD), sexo, idade, procedéncia, resultado dos
exames laboratoriais (IFl, IDRM, cultura, esfregaco, inoculacdo em hamster),
namero, tamanho, localizacdo e tempo de evolucdo das lesbes. As amostras de
biopsia e os dados clinicos/ laboratoriais dos pacientes com a LCD foram cedidos
por uma pesquisadora do Hospital Universitario Presidente Dutra do Maranhao. As
espécies de leishméania utilizadas neste trabalho ja haviam sido previamente
identificadas, pelo Servico de Dermatologia do HUB, através de imunofluorescéncia
indireta com anticorpos monoclonais e através reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) utilizando imprint de tecido em papel de filtro e cultura criopreservada de
leishmania.

Foram utilizadas como controle seis amostras de biopsias de granuloma do
tipo corpo estranho a fio de sutura as quais foram obtidas de cirurgias de ampliagao
de margens de resseccdo (MUSTAFA et al., 2001).

4.2 Histopatologia .

Os fragmentos de tecido foram fixados em formol a 10% e embebidos em
parafina. Com o auxilio de um micrétomo, foram obtidos dos blocos de parafina
cortes de cerca de 4um que foram corados pela técnica Hematoxilina & Eosina (HE).

Outras técnicas de coloragdo foram utilizadas para o diagnostico diferencial com
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micobacterioses (Fite-Faraco) e com micoses (acido periédico/reativo de Schiff e
impregnacao pela prata de Grocott).

Andlise qualitativa das alteracdes histopatologicas. Nos cortes histologicos
corados por HE foi avaliada a presenca de alteracdes no epitélio de revestimento
(hiperplasia, ulceragdo, exocitose de linfécitos) e na derme/lamina prépria (necrose,
fiborose, macréfagos vacuolizados, granulomas, célula gigante multinucleada e

leishmanias).

4.3 Imuno-histoquimica (IHQ)

Cortes histoldgicos de blocos de parafina contendo as amostras das bidpsias
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica com a utilizacdo do protocolo da
estreptovidina peroxidase e revelacdo da reacdo com 3,4-Diaminobenzidina
(APENDICE A). Foi avaliada a expressao in situ de marcadores dos tipos celulares
constituintes do infiltrado inflamatério como linfécito T (CD45RO, CD4 e CDS8),
neutréfilo (CD15), linfocito B (CD20), macrofago (CD68), célula de Langerhans
(CD1a), dos marcadores da apoptose Bcl-2, Bak, Bcl-X, FasL, caspase-3 ativa e do
marcador para célula T reguladora (Foxp3). Os anticorpos primarios usados nas
reacdes estdo em APENDICE A na Tabela Al. Foram utilizados como controle
externo das reacdes cortes histologicos de tonsila palatina. Para CDla, CD45RO0,
CD4, CD8 e CD15 foi considerada positiva a marcagao na membrana, para Bcl-2,
Bak, Bcl-X e caspase-3 ativa a marcacao citoplasmatica, para FasL a marcacao na

membrana e citoplasmatica e para Foxp3 a marcacao nuclear.

Analise quantitativa da expressao dos marcadores imuno-histoquimicos. Para
a analise dos marcadores dos tipos celulares (CD4, CD8, CD15, CD20, CD45R0,
CD68, Bcl-2 e FasL) foram avaliados 2 campos aleatérios no aumento de 400x em
cada seccdo histopatolégica. As imagens desses campos foram capturadas
utilizando um fotomicroscépio Carl Zeiss (modelo Axioskope 2) e transferidas para o
computador. A contagem das células foi realizada com o auxilio de um sistema de
processamento e analise de imagem Unbvision. As células positivas foram
identificadas manualmente e contadas simultaneamente pelo programa como
demonstrado na Figura A1 do APENDICE B. A area de cada imagem capturada foi
de 0,0432mm?. Para a anélise de caspase-3 ativa, Foxp3 e CD1a foram avaliados

16 campos aleatorios no aumento de 400x e a contagem foi realizada com o auxilio
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de uma ocular reticulada Olympus com area de 0,0625mm?. O nimero de células
positivas foi expresso em mm?. Optou-se por fazer uma andlise apenas qualitativa

da expresséao do Bcl-X e Bak.

4.4 Andalise estatistica

Para as analises estatisticas utilizou-se o programa Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

Os valores obtidos de cada variavel continua foram descritos através da
meédia, desvio padrao e mediana.

Os testes estatisticos para a comparagao entre as amostras basearam-se nos
tipos de distribuicdo (paramétricas ou ndo paramétricas).

Os testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis/Dunn foram utilizados para a
comparacao entre as médias de variaveis quantitativas ndo paramétricas e o0
ANOVA/Tukey para a comparacdo entre as médias de variaveis quantitativas
paramétricas.

Para a verificacdo da existéncia de correlacdo entre duas variaveis continuas,
utilizou-se o teste de correlagdo de Spearman. Por definicdo, os valores do
coeficiente de correlacéo estdo entre -1 e 1 e o sinal do coeficiente indica a direcéo
da associagdo. Alto valor absoluto (> 0,7) indica uma forte associagdo entre as
variaveis e os valores proximos de zero indicam independéncia entre as variaveis.

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

Os resultados foram divididos em trés etapas:
5.1 Descrigéo e andlise da casuistica
5.2 Descricao e analise dos achados histopatolégicos

5.3 Descrigcao e analise da expressao imuno-histoquimica

5.1 Descrigéo e andlise da casuistica

Os dados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais dos pacientes em cada
amostra estdo dispostos, de acordo com a forma clinica, no APENDICE C — Tabelas
A2, A3 A4, A5 e A6. A frequéncia dos dados epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais, em cada forma clinica da LTA, esta disposta na Tabela 1.

As 95 amostras de bidpsias, obtidas de 95 pacientes, foram distribuidas de
acordo com as formas clinicas apresentadas pelos pacientes: LCL (n=68), LCM
(n=16), LCD (n=7), LD (n=3) e LRC (n=1). Dos 95 pacientes avaliados, 88 foram
atendidos no Hospital Universitario de Brasilia e apresentaram LCL, LCM LRC e LD.
Os 7 pacientes com LCD foram obtidos no Hospital da Universidade Federal do
Maranhdo. Dos 95 pacientes, dois eram HIV-positivos (com critérios de AIDS) e
apresentaram LD e LCM concomitante.

Dos 95 pacientes, 76 (80%) eram do género masculino. A idade dos
pacientes variou de 3 a 78 anos e a média + dp da idade (em anos), de acordo com
a forma clinica, foi a seguinte: 39,09 (+16,88) na LCL, 50,75 (¥16,43) na LCM, 34,85
(x20,56) na LCD, 38,33 (5,13) na LD. Na LRC, o paciente tinha 40 anos de idade.
Os pacientes atendidos no Hospital Universitario de Brasilia eram provenientes do
Distrito Federal e dos estados de Goias, Bahia, Mato Grosso, Tocantins e Minas
Gerais; aqueles obtidos no Hospital da Universidade do Maranhdo eram do proprio
estado do Maranhé&o.

Com relacéo as lesbes, em todos os casos de LCD, LD e LRC os pacientes
apresentaram mais de uma lesdo, na LCL apenas 20/57 (35,08%). Nas formas
cutaneas, o tamanho variou de 0,5 a 15 cm e a localizagdo mais comum foi em
membros inferiores. Na LCM, a mucosa nasal foi a mais acometida. A média +dp do

tempo de evolugdo das lesdes (em meses), de acordo com a forma clinica, foi a
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seguinte: LCL (9,27+ 14,71), LCM (40,25+35,64) e LCD (63,33+51) e LD (4,5 +
4,95). Na LRC, o tempo de evolucéo foi de 3 meses.

Nos exames laboratoriais, a LCD apresentou, em todos os casos, IDRM
negativa. Diferentemente da LCD, a IDRM foi sempre positiva na LCM e positiva na
maioria dos casos de LCL (56/63).

Foram obtidas as espécies de leishméania causadoras das lesGes em 21
pacientes. A L. (V.) braziliensis foi encontrada em 16 casos de LCL e em um caso de
LD (paciente HIV-positivo). Os outros quatro pacientes estavam parasitados por L.
(L.) amazonensis, trés apresentaram LCL e um LCM (paciente HIV-positivo). Nos
pacientes com L. (L.) amazonensis, a IDRM foi positiva em 2/2 casos de LCL e no
caso de LCM. De 12 casos de LCL causados pela L. (V.) braziliensis apenas um

apresentou IDRM negativa.



Tabela 1- Frequéncia dos dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais nas formas clinicas da LTA.
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LCD LCL LCM LD LRC
sexo
masculino 3/7(42,86%) 56/68 (82,35%)  13/16 (81,25%) 3/3(100%)  1/1(100%)
feminino 4/7(57,14%) 12/68 (17,65%) 3/16 (18,75%) 0/3(0%) 0/1(0%)
Faixa etaria (anos)
0-19 1/7(14,28%) 11/66(16,67%) 0/16 (0%) 0/3 (0%) 0/1(0%)
20-39 4/7(57,14%) 24/66 (36,36%) 5/16 (31,25%) 2/3 (66,67%) 0/1(0%)
40-60 1/7(14,28%) 23/66 (34,85%) 5/16(31,25%) 1/3 (33,33%)  1/1(100%)
>61 1/7(14,28%) 8/66 (12,12%) 6/16 (37,5%) 0/3 (0%) 0/1(0%)
Procedéncia
DF 0/7(0%) 31/55 (56,36%) 8/16 (50%) 1/2 (50%) X
GO 0/7(0%) 11/55 (20%) 3/16 (18,75%) 0/2 (0%) X
BA 0/7(0%) 8/55 (14,54%) 1/16 (6,25%) 0/2 (0%) X
TO 0/7(0%) 3/55 (5,45%) 2/16 (12,5%) 0/2 (0%) X
MG 0/7(0%) 1/55 (1,82%) 1/16(6,25%) 1/2(50%) X
MT 0/7(0%) 1/55 (1,82%) 1/16(6,25%) 0/2 (0%) X
MA 7/7(100%) 0/55(0%) 0/16(0%) 0/2 (0%) X
Lesdes
Multiplas(+ de 1) 7/7(100%) 20/57(35,08%) - 3/3(100%) 1/1(100%)
Tempo de evolugdo (meses) 63,33 9,27 40,25 4,5 3
Localizag@o mais frequente mi mi nasal mi/tronco mi
Exames
IDRM 0/7(0%) 56/63 (88,89%) 15/15 (100%) 1/1(100%) 1/1(100%)
IFI 6/7(85,71%) 36/47(76,59%) 11/13 (84,61%) 1/2 (50%) 1/1(100%)
Esfregaco 7/7(100%) 18/37(48,64%) 2/3 (66,67%) 1/1(100%) X
Cultura X 24/40 (60%) 1/6 (16,67%) 1/1(100%) X
Inoculacgéo X 7/11(63,63%) 0/1(0%) X X
HIV+ 1 1
Espécie de leishméania
L.(V.) braziliensis X 16/19 (84,29%) X 1/1 X
L.(L.)Jamazonensis X 3/19 (15,78%) 1/1 X X

LCD=leishmaniose cutanea difusa, LCL=leishmaniose cutanea localizada, LCM=leishmaniose cutaneo-mucosa,
LD=leishmaniose disseminada, LRC=leishmaniose recidiva cutis.

DF=Distrito Federal, GO= Goias, BA= Bahia, MT=Mato Grosso, TO=Tocantins, MG= Minas Gerais

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFI=imunofluorescéncia indireta, x=n&o disponivel
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5.2 Descrigcao e analise das alteracdes histologicas

As alteragBes histopatologicas presentes no controle e, em cada amostra,
estdo dispostas, de acordo com a forma clinica, no APENDICE D — Tabelas A7, A8,
A9, A10, A1l e Al12. A frequéncia (porcentagem e numero de casos positivos) das
alteracdes histopatolégicas, em cada forma clinica da LTA e no controle, esta
disposta nas Tabelas 2 e 3. As alteracdes na derme/lamina prépria estéo ilustradas
na Figura 1 e as epiteliais na Figura 2.

Em todas as amostras foi observado um infiltrado inflamatério difuso
constituido predominantemente por mononucleares (linfécitos, plasmaocitos e
histiocitos). Contudo, houve uma diferenca na frequéncia de algumas alteragcbes
histopatolégicas, principalmente entre a LCD e as outras formas clinicas.

Na LCD, os macréfagos vacuolizados e as formas amastigotas das
leishmanias estavam presentes em todas das amostras. Outras alteracdes dérmicas
como granuloma, célula gigante multinucleada e necrose nao foram encontradas. As
alteracdes epidérmicas (ulceragdo, exocitose e hiperplasia) estiveram presentes em
apenas uma amostra.

Em contraste com a LCD, na LCL e LCM o parasito foi identificado em um
namero pequeno de amostras (25/68 e 2/15, respectivamente) e alteracdes epiteliais
e na derme/lamina propria como hiperplasia, ulceragdo, exocitose, granuloma e
necrose foram frequentemente observadas. A fibrose foi evidenciada em apenas 6
amostras das formas clinicas, todas da LCM e LCD.

Na LCL causada pela L.(L.)amazonensis, as amastigotas foram observadas
em apenas uma amostra (1/3) e as alteracdes epidérmicas e dérmicas foram
frequentes (Tabela 3).

No controle, o infiltrado de mononucleares foi escasso e esteve associado em
100% das amostras com fibrose e ceélulas gigantes multinucleadas.

Nos pacientes HIV-positivos, as leishmanias foram evidenciadas apenas na
amostra de LD.
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Tabela 2 - Frequéncia (porcentagem e nimero de casos positivos) das alteragdes histopatolégicas nas formas clinicas da LTA
€ no controle

Alteracgdes histopatolégicas controle LCD LCL LCM LD LRC
hiperplasia epitelial 33,33% (2/6)  16,66% (1/6)  94,11% (64/68) 80% (12/15) 100% (2/2) 0/1
ulceracdo 16,66% (1/6)  16,66% (1/6)  36,76% (25/68) 73,33 % (11/15) 0 (0/2) 11
exocitose de linfécitos 0 (0/6) 0 (0/7) 32,35% (22/68) 53,33% (8/15) 100% (2/2) 11
necrose 0 (0/6) 0 (0/7) 32,35% (22/68) 53,33% (8/15) 100% (2/2) 11

fibrose 100% (6/6) 42,85% (3/7) 0 (0/68) 20% (3/15) 0 (0/2) 0/1
macréfagos vacuolizados 0 (0/6) 100% (7/7) 7,35% (5/68) 0 (0/15) 0 (0/2) 0/1
granuloma 0 (0/6) 0 (0/7) 54,41% (37/68) 53,33% (8/15) 50% (1/2) 0/1

célula gigante multinucleada 100%(6/6) 0 (0/7) 42,64% (29/68) 40% (6/15) 50% (1/2) 0/1
amastigota 0 (0/6) 100% (7/7) 36,76% (25/68) 13,33% (2/15) 50% (1/2) 0/1

LCD= leishmaniose cutanea difusa, LCL= leishmaniose cutanea localizada, LCM= leishmaniose cutaneo-mucosa,
LD=leishmaniose disseminada, LRC=leishmaniose recidiva cutis.

Tabela 3 - Frequéncia (porcentagem e numero de casos positivos) das alteracdes histopatoldgicas na LCL de acordo com a
espécie de leishmania.

Alteracdes histologicas LCL - L.(V.) braziliensis LCL- L.(L.) amazonensis

hiperplasia epitelial
ulceragdo
exocitose de linfdcitos
necrose
fibrose
macrofagos vacuolizados
granuloma
célula gigante multinucleada

amastigota

15/16 (93,75%)
4/16 (25%)
14/16 (87,5%)
6/16 (37,5%)
0/16 (0%)
1/16 (6,25%)
9/16 (56,25%)
5/16 (31,25%)
5/16 (31,25%)

3/3 (100%)
1/3 (33,34%)
3/3 (100%)
2/3 (66,67%)
0/3 (0%)
0/3 (0%)
3/3 (100%)
2/3 (66,67%)
1/3 (33,34%)

LCL= leishmaniose cutanea localizada



Figura 1 - (A) Infitrado de mononucleares na amostra 10 da LCL (HE, 400X); (B) Granuloma
epitelioide (seta) na amostra 16 da LCL (HE, 200X); (C) Fibrose com células gigantes
multinucleadas (seta) na amostra 4 do controle (HE, 200X); (D) Fibrose na amostra 5 da
LCD (HE, 200X); (E) Célula gigante multinucleada (seta) na amostra 2 da LCM (HE,
400X); (F) Infiltrac@o da cartilagem por mononucleares na amostra 4 da LCM (HE, 200X);
(G) Area de necrose (seta) na amostra 9 da LCM (HE, 200X); (H) Macréfagos
vacuolizados (seta) na amostra 4 da LCD (HE, 400X).
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Figura 2 - (A) Hiperplasia epitelial na amostra 12 da LCM (HE, 100X); (B)
Exocitose de linfocitos na amostra 15 da LCM (HE, 400X); (C)
Ulceragao (seta) na amostra 23 da LCL (HE, 100X)
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5.3 Descrigcao e analise da expressao imuno-histoqui  mica

5.3.1 Populagéao celular

O numero de células/mm? presentes no controle e, em cada amostra, esta
disposto, de acordo com a forma clinica, no APENDICE E — Tabelas A13, A14, A15,
A16, A17 e A18. O nimero (mediana) de células/mm? positivas para os marcadores
celulares (CD4, CD8, CD20, CD15, CDla) nas diferentes formas clinicas e no
controle esta mostrado na Tabela 4.

Linfécitos T (células CD45RO"), linfécitos B (células CD20%), neutrofilos
(células CD15%) e macréfagos (células CD68"), estiveram presentes em todas as
amostras de todas as formas clinicas.

Linfécitos T (células CD45R0O") foram as células predominantes no infiltrado
de todas as formas clinicas e estavam distribuidos difusamente na derme/lamina
propria e, nas amostras com exocitose, no epitélio de revestimento (Figura 3A,3D ).
A média de células positivas nas amostras de LCD (828+358,27 células/mm?) foi
significativamente menor do que a média na amostras de LCL e LCM
(1660,73+344,13 e 1600+678,08 células/mm? respectivamente) (ANOVA, p=0,0214)
(Figura 4).

Células CD4" e CD8" foram também observadas difusamente distribuidas na
derme/lamina propria e, nas amostras com exocitose, no epitélio de revestimento
(Figuras 3B e 3C). A LCD apresentou um numero menor de células CD8"
(mediana=560 células/mm? quando comparada com a LCL (mediana=1092
células/mm?) (Kruskal-Wallis, p=0,0026) e um nimero significativamente menor de
células CD4"* (mediana=320 células/mm?) quando comparada com a LCL e a LCM
(mediana= 744 e 848 células/mm?, respectivamente) (Kruskal-Wallis, p= 0,0025)
(Figuras 5 e 6).

Linfécitos B (células CD20") estavam difusamente distribuidos na
derme/lamina propria, no epitélio ndo foram evidenciados (Figura 3E). A mediana de
células positivas foi significativamente maior na LCM (384 células/mm?) e na LCL
(264 células/mm?) do que na LCD (90 células/mm?) (Kruskal-Wallis, p= 0,0085)
(Figura 7).
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Devido ao numero limitado de amostras, as amostras de LCL causadas por
L.(L.)Jamazonensis ndo foram comparadas estatisticamente com as amostras das
outras formas clinicas, mas o numero de células positivas para os marcadores de
células T se aproximou mais das medianas observadas na LCL do que das
medianas observadas na LCD, também causada pela L.(L.)amazonensis.

A expressdo de CD68 foi difusa na derme/lamina proépria, inclusive nos
granulomas, macréfagos vacuolizados e nas células gigantes multinucleadas (Figura
3F). A média de células/mm? positivas para CD68 na LCL (476 + 258,98), LCM
(654,15 £+ 362,76) e LCD (573,71 £+ 150,14) néo foi diferente entre as formas clinicas
de maneira significativa (Figura 8).

Os neutrdfilos (células CD15") foram mais frequientes ao redor das areas de
ulceracao e necrose (Figura 3G). A LCM apresentou um numero significativamente
maior de células positivas (mediana=288células/mm?) quando comparada com a
LCL (mediana=116 células/mm?) e a LCD (mediana=72 células/mm?) (Kruskal-
Wallis, p= 0,0016) (Figura 9).

As células de Langerhans (células CD1a") foram observadas no epitélio e na
derme/lamina prépria (Figura 3H). No epitélio, a LCM apresentou uma mediana de
células positivas (10 células/mm?) significativamente menor quando comparada com
a LCL (120 células/mm?) (Kruskal-Wallis, p< 0,0001) (Figura 10).

No controle, a expressdo de todos os marcadores celulares, com a excecao
de CDl1a, foi menor do que nas formas clinicas da LTA (Figurall).

Nos pacientes HIV-positivos, o nimero de células CD4" foi de 460 e 732
células/mm? nas amostras de LD e LCM, respectivamente (APENDICE E na Tabela
Al4, bidpsia 2 e na Tabela A15, bidpsia 13).
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Tabela 4 — Mediana, nimero maximo e minimo de células/mm? positivas para marcadores celulares nas formas clinicas e no

controle.
Marcador Controle LCL LCM LCD
CD1la 96(40-176) 120(0-240) 10(0-80) 44(8-96)
cD8 124(56-200) 1092(96-2568) 840(168-1608) 560(96-1044)
CD4 109(69-178) 744(240-1536) 848(160-1416) 320(96-396)
CD20 40(32-64) 264(24-960) 384(128-960) 90(8-252)
CD15 28(0-144) 116(0-480) 288(48-1848) 72(40-204)

LCD= leishmaniose cutanea difusa, LCL= leishmaniose cuténea localizada, LCM= leishmaniose cutaneo-mucosa,
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Figura 3 - Cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica em amostras das formas clinicas. Células
positivas estdo coradas em marrom. (A) Células CD45RO" na derme da amostra 16 da LCL
(400X); (B) Células CD4" na derme da amostra 13 da LCL (400X); (C) Células CD8" na derme
da amostra 13 da LCL (400X); (D) Células CD45RO" na epiderme da amostra 3 da LCL
(400X); (E) Células CD20" na derme da amostra 31 da LCL (400X); (F) Células CD68" na
derme da amostra 6 da LCL (400X); (G) Células CD15" na lamina propria da amostra 1 da
LCM (400X); H) Células CD1a" na epiderme da amostra 15 da LCL (400X).
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Figura 4 - Nimero de células/mm?® CD45RO" nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O
traco indica a média de células/mm?® positivas. A média de células
positivas nas amostras de LCD foi significativamente menor do que a
média nas amostras de LCL e LCM (ANOVA, p=0,0214).
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Figura 5 - Nimero de células/mm® CD8" nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O tracgo
horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas. A
LCD apresentou um namero significativamente menor de células CD8"
quando comparada com a LCL (Kruskal-Wallis, p= 0,0026).

43



n=28 n=8 n=6
2000
+ [
a
O
E
S
‘B 1000+
o
=)
N)
(8]
(]
©
o
z R
0
LCL LCM LCD

Figura 6 - Nimero de células/mm? CD4" nas lesées de LCL, LCM e LCD. O trago
horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas. A
LCD apresentou um namero significativamente menor de células CD4"
guando comparada com a LCL e LCM (Kruskal-Wallis, p= 0,0025).
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Figura 7 - Nimero de células/mm? CD20" nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O traco
horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas. A
mediana de células positivas foi significativamente maior na LCL e LCM
guando comparada com a mediana na LCD (Kruskal-Wallis, p= 0,0085).
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Figura 8 - Nimero de células/mm? CD68" nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O traco
horizontal indica a média de células/mm? positivas. N&o houve diferenca
significativa entre as formas clinicas.
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Figura 9 - Nimero de células/mm? CD15" nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O trago
horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas. A
LCM apresentou um ndmero significativamente maior de células CD15"
guando comparada com a LCL e LCD (Kruskal-Wallis, p= 0,0016).
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Figura 10 - NGmero de células/mm? CD1a’ nas lesées de LCL, LCM e LCD. O
traco horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm?
positivas. Na LCM, a mediana foi significativamente menor que na
LCL (Kruskal-Wallis, p< 0,0001).



Figura 11 - Cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica no controle. Células positivas estdo coradas em

marrom. (A) Células CD4" na derme (400X); (B) Células CD8" na derme (400X); (C) Células CD20"
na derme (400X); (D) Células CD15" na derme (400X); (E) Células CD68", na derme (400X); (F)
Células CD1a" na epiderme (400X).
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5.3.2 Expressao de marcadores de apoptose e de Foxp 3

O numero de célulasimm? presente no controle e, em cada amostra, esta
disposto, de acordo com a forma clinica, no APENDICE E — Tabelas A13, A14, A15,
A16, A17 e A18. O nimero de amostras positivas e a mediana + dp de células/mm?
positivas para os marcadores da apoptose e Foxp3 nas diferentes formas clinicas e
no controle sédo mostrados nas Tabelas 5 e 6.

Células apoptéticas (positivas para caspase-3 ativa) foram identificadas em
apenas 49,33% (37/75) das amostras avaliadas. O numero de lesdes com células
positivas, de acordo com a forma clinica, foi a seguinte: LCL (28/53), LCM (6/13),
LCD(1/6), LD (1/2) e LRC (1/1). O numero de células positivas foi baixo em todas as
formas clinicas (Figura 12). A maior expresséo de caspase-3 ativa foi observada na
LCL, mas a diferenca entre as formas clinicas n&o foi significativa (Figura 13). Nao
houve correlacdo entre a expressdo de caspase-3 ativa e a duracdo da lesao.
Células caspase-3 ativa® foram encontradas principalmente adjacente as areas de
necrose. O numero de células apoptéticas em amostras com necrose foi
significativamente maior quando comparado com o0 numero em amostras sem
necrose (Mann-Whitney, p=0.0002). No epitélio de revestimento, foram observadas
raras células apoptoticas.

O FasL foi expresso em todas as amostras de todas as formas clinicas. Na
derme/lamina prépria, a expressdo foi mais intensa nas células mononucleares
constituintes do infiltrado inflamatorio, principalmente em plasmécitos (Figura 14A).
Macrofagos e granulomas epitelioides foram negativos ou fracamente positivos
(Figuras 14B e 14C). A LCL apresentou o maior numero de células positivas
(mediana=240 células/mm?), mas n&do houve diferenca significativa na expresséo de
FasL entre as formas clinicas (Figura 15). Houve uma correlacdo positiva entre a
expressao de caspase-3 ativa e a expressdo de FasL (r=0.49; p=0.0009; n=43) na
LCL (Figura 16).

O Bcl-2 foi expresso em todas as amostras nas células mononucleares

constituintes do infiltrado inflamatorio. Os macréfagos vacuolizados e as células
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epitelioides do granuloma foram negativos (Figuras 17A e 17B). A LCD apresentou
um nGmero significativamente menor de células Bcl-2* (mediana=352 células/mm?),
quando comparada com a LCL e LCM que apresentaram medianas de 560
células/mm? e 532 células/mm?, respectivamente (Kruskal-Wallis, p= 0,0316) (Figura
18). Na epiderme, foram observadas esparsas células positivas, algumas vezes
coincidindo com as é&reas de exocitose de linfocitos e presenca de melandcitos,
células que normalmente expressam Bcl-2. Os ceratindcitos foram negativos.

O Bcl-X foi expresso na epiderme, em mononucleares do infiltrado e nas
leishmanias e negativo nos granulomas (Figura 17C). O Bak apresentou uma
positividade difusa na epiderme e no infiltrado inflamatério.

Células Foxp3" foram observadas apenas em 39.5% (32/81) das amostras
avaliadas. O numero de lesdes com células positivas, de acordo com a forma clinica,
foi a seguinte: LCL (19/59), LCM (6/14), LCD (5/5), LD (1/2) e LRC (1/1). O namero
de células positivas foi baixo em todas as formas (Figura 19). Na LCD, o numero de
células Foxp3® foi significantemente maior quando comparado com LCL (Kruskal-
Wallis, p=0.03) (Figura 20). Diferentemente do observado na LCD, na LCL causada
pela L.(L.) amazonensis, nenhuma amostra expressou Foxp3. Uma variagdo no
namero de células positivas foi obtida entre as amostras na mesma forma clinica:
LCL (0-190 células/mm?), LCM (0-70 células/mm?), LCD (3-30 células/mm?) e LD (0-
64 células/mm?). O niimero de células Foxp3* ndo se correlacionou com o tempo de
evolucdo das lesdes e a idade dos pacientes. Nenhuma diferenca significativa na
expressao de Foxp3 foi observada entre as amostras de pacientes com teste
parasitolégico positivo e negativo. Nos pacientes HIV-positivos, o nimero de células
Foxp3* foi de 22 células/mm? e 12 células/mm? na LD e LCM, respectivamente
(APENDICE E, na Tabela Al4, biépsia 2 e na Tabela A15, biopsia 13). Obteve-se
uma correlagcédo positiva entre a expressao de Foxp3 e a expressdo de caspase-3
ativa na LCL e na LCM (r=0.6185, p=0.0001, n=64) (Figura 21).

No controle, a mediana de células caspase-3 ativa® néo foi significativamente
diferente da mediana das outras formas clinicas, mas a expresséo de Bcl-2 e FasL
foi significativamente menor quando comparada com a da LCL e LCM (Kruskal-
Wallis, p< 0,05). Nenhuma célula Foxp3™ foi observada nas amostras do controle.
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Tabela 5 - Freqiiéncia de amostras positivas para os marcadores de apoptose e Foxp3 nas formas clinicas da LTA e no

controle
Marcador Controle LCD LCL LCM LD LRC
Bcl-2 100% (6/6) 100% (5/5) 100% (53/53) 100% (14/14) 100% (2/2) 100%(1/1)
FasL 100% (6/6) 100% (4/4) 100%(47/47) 100% (11/11) 100% (2/2) 1009%(1/1)
Caspase 16,66% (1/6) 16,66% (1/6) 54,71%(28/53) 46,15%(6/13) 50%(1/2) 100%(1/1)
Foxp3 0(0/6) 100% (5/5) 32,20%(19/59) 42,85%(6/14) 50%(1/2) 1009%(1/1)

LCD= leishmaniose cutanea difusa, LCL= leishmaniose cuténea localizada, LCM= leishmaniose cutaneo-mucosa,

LD=leishmaniose disseminada.

Tabela 6- Mediana, niimero maximo e minimo de células/mm? positivas para marcadores de apoptose e para Foxp3 nas

diferentes formas clinicas e no controle

Marcador Controle LCL LCM LCD
Bcl-2 120(48-144) 560(144-1320) 532(144-1360) 352(72-360)
FasL 52(24-104) 240(36-1216) 112(48-672) 78(40-684)

Caspase 0(0-2) 1(0-80) 0(0-23) 0(0-3)

Foxp3 0(0-0) 0(0-190) 0(0-70) 10(3-30)

LCD= leishmaniose cutanea difusa, LCL= leishmaniose cutanea localizada, LCM= leishmaniose cutaneo-mucosa.

Figura 12 - Células positivas para caspase-3 ativa na amostra 4
da LCL (IHQ-400x).



N° de células/mm? caspase-3+

Figura

n=53 n=14 n=6
40+
30+
20+ 1T
104
0 l—_l_—|

LCL LCM LCD

13 - Numero de células/mm? caspase-3 ativa’ nas lesées de LCL, LCM e
LCD. O trago horizontal dentro da caixa indica a mediana de
células/mm? positivas. A diferenca entre as formas clinicas néo foi
significativa.
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Figura 14 - Cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica. Células positivas coradas em marrom. (A) Plasmécitos
intensamente positivos para FasL com marcacdo paranuclear (seta) na amostra 5 da LCL (1000X); (B)
Macré6fagos vacuolizados negativos para FasL (seta) na amostra 7 da LCD (400X); (C) Células mononucleares

positivas para FasL ao redor de um granuloma negativo na amostra 2 da LCL (400X); (D) Células
mononucleares positivas para FasL no controle (400X).
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Figura 15 - NGmero de células/mm? FasL' nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O traco
horizontal dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas.
N&o houve diferenca significativa entre as formas clinicas.
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Figura 16 - Correlagdo entre o niimero de células/mm? FasL* e o niimero de células
caspase-3 ativa® na LCL. Houve uma correlagdo positiva entre a
expressédo de FasL e caspase-3 ativa (r=0.49; p=0.0009; n=43).
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Figura 17 - Cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica. Células positivas coradas em marrom. (A) Células
mononucleares positivas para Bcl-2 e macréfagos vacuolizados negativos (seta) na amostra 2 da LCD
(400X); (B) Células mononucleares positivas para Bcl-2 ao redor de um granuloma negativo na
amostra 4 da LCL (400X); (C) Leishmanias dentro dos macréfagos positivas para Bcl-X (seta) na
amostra 2 da LCD (1000X); (D) Células mononucleares positivas para Bcl-2 no controle (400X).
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Figura 18 - Nimero de células/mm? Bcl-2* nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O trago
indica a mediana de célulassmm? positivas. A LCD apresentou um
nimero significativamente menor de células Bcl-2" quando comparada
com a LCL e LCM (Kruskal-Wallis, p= 0,0316).

Figura 19 - Células positivas (coradas em marrom) para Foxp3
na amostra 1 da LCD (IHQ-1000X).
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Figura 20 - Ndmero de células/mm?® Foxp3' nas lesdes de LCL, LCM e LCD. O
traco dentro da caixa indica a mediana de células/mm? positivas. A
LCD apresentou um numero significativamente maior de células
Foxp3" quando comparada com a LCL (Kruskal-Wallis, p= 0,03).
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Figura 21 - Correlac&o entre o nimero de células/mm? Foxp3" e o nimero de células caspase-3 ativa®
na LCL e LCM. Houve uma correlacé@o positiva entre a expresséo de Foxp3 e caspase-3
ativa (r=0,6185, p=0,0001, n=64).
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6 DISCUSSAO

A discussédo é apresentada em 2 partes: discussdo sobre os métodos e

discussao sobre os resultados.

6.1 Discussao sobre os métodos.

O objetivo do presente estudo foi fazer uma andlise comparativa da
expressdo de marcadores imuno-histoguimicos em amostras de bidpsia das
diferentes formas clinicas da LTA. Com a excec¢ao da LCL, todas as outras formas
clinicas sédo consideradas pouco frequentes. No HUB, nenhum caso de LCD foi
encontrado e, por isso, utilizamos amostras de pacientes atendidos no Hospital
Universitario Presidente Dutra da Universidade Federal do Maranhdo. Houve
também dificuldade para a obtencéo de um nimero suficiente de amostras da LD e
LRC e o tamanho inadequado das amostras impossibilitou uma analise estatistica
envolvendo essas formas clinicas.

Os dados clinicos e laboratoriais foram fundamentais tanto para a inclusdo
das amostras nos estudos quanto para correlagdo com os achados microscopicos.
Na maioria das bidpsias de LTA, o diagnostico nao foi conclusivo pela dificuldade de
se encontrar o parasita e, por isso, houve necessidade de se confirmar o diagnostico
e descartar outras doencas granulomatosas através dos outros exames realizados
pelo paciente. Contudo, houve também uma limitacdo na obtencéo de alguns dados
clinicos e laboratoriais ja que 0s mesmos nao constavam no prontuario.

No presente estudo, foi obtida a identificacdo da espécie de apenas 21
amostras de leishmania, todas as amostras eram de pacientes atendidos no HUB.
Entretanto, em estudo recente foi determinado que a L. (V.) braziliensis € a principal
espécie causadora da leishmaniose cutanea no HUB (SANTOS; ROSELINO;
SAMPAIO, 2009). Nos casos de LCD, provenientes do Maranhdo, a provavel
espécie envolvida € a L. (L.) amazonensis, ja que esta € a espécie responsavel por
essa forma clinica no Brasil.

Para a avaliacao histolégica e imuno-histoquimica varios cortes histologicos
tiveram que ser obtidos dos blocos de parafina. Devido ao pequeno tamanho do

fragmento, algumas amostras de bidpsia tiveram que ser excluidas e, de outras, o
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namero de cortes obtidos néo foi suficiente para a realizacdo de todas as reacgdes
imuno-histoquimicas. Neste estudo, optou-se pela imuno-histoquimica por se tratar
de uma técnica que vem sendo amplamente utilizada em pesquisa envolvendo a
imunopatologia das doencas infecciosas, ja que permite a deteccdo do agente
infeccioso, identificacdo dos tipos celulares envolvidos na resposta tecidual
inflamatoria in situ e identificacdo de uma série de marcadores celulares. Em nosso
estudo, tentou-se utilizar um anticorpo anti-leishménia produzido na Universidade de
Sao Paulo, mas os cortes apresentaram reacdo de fundo e, por isso, ndo foram
considerados.

Na analise da expressao de marcadores dos tipos celulares (CD4, CDS,
CD15, CD20, CD45R0O, CD68, FasL e Bcl-2) foram utilizados dois campos
microscopicos no aumento de 400x de acordo com estudo prévio (MUSTAFA et al.,
2001). A contagem das células positivas foi realizada com o auxilio de um programa
de analise digital de imagens (Unbvision) as quais foram capturadas dos campos
microscopicos. Esse programa realiza a contagem das células a medida que elas
sao identificadas pelo observador, facilitando as analises de amostras em que a
expressao é elevada e, além disso, permite que a contagem seja salva.

Para a andlise de caspase-3, Foxp3 e CD1a foi avaliado um maior nimero de
campos microscopicos, ja que a expressdo era baixa e nem sempre homogénea.
N&o foi utilizado o programa de analise digital de imagens porque varias imagens

teriam que ser capturadas e, portanto, 0 seu uUso nao seria vantajoso.

6.2 Discussao sobre os resultados

Considerando o papel importante da apoptose e da célula T reguladora na
modulagdo da resposta imune, o objetivo deste estudo foi avaliar, em amostras de
bidpsia das diferentes formas clinicas, a expressao de proteinas envolvidas na
apoptose e a expressao do fator de transcricdo Foxp3. Essa expressao foi
correlacionada com dados clinico-laboratoriais, alteracfes histolégicas e tipos
celulares constituintes do infiltrado inflamatdrio.

Com relagdo aos dados clinicos e laboratoriais obtidos, nossos resultados
estdo de acordo com os descritos previamente (NAME et al, 2005; SAMPAIO; de
PAULA, et al., 1999; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Algumas diferencas

foram observadas entre as formas clinicas. Na LCD, forma cutdnea mais grave, as
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lesbes eram multiplas, de longa duracéo e a IDRM negativa, enquanto a maioria dos
pacientes com LCL apresentou lesdo Unica e IDRM positiva. Na LCM, a faixa etaria
de acometimento foi mais elevada do que nas outras formas clinicas, ja que
geralmente as lesbes se iniciam alguns anos ap0s o surgimento da lesédo cutanea.
Os casos de LCL e LCM causados por L. (L.) amazonensis apresentaram IDRM
positiva, diferentemente dos casos de LCD, também causados por essa espécie. Em
estudo prévio, MORAES e SILVEIRA (1994) obtiveram IDRM positiva em 50% dos
casos de LCL causada pela L. (L.) amazonensis.

As alteragfes histopatologicas observadas neste estudo estdo de acordo com
as descritas previamente por diversos autores (BITTENCOURT,; BARRAL, 1991,
MAGALHAES et al., 1986; RIDLEY et al., 1980). Entre as formas clinicas, a LCD é a
que histologicamente mais se diferencia das outras pela presenca de numerosos
parasitos, infiltrado inflamatério de mononucleares escasso e auséncia de alteragfes
dérmicas como (granuloma, célula gigante multinucleada, e necrose). As outras
formas clinicas séo caracterizadas por um intenso e difuso infiltrado inflamatério de
mononucleares, escassez parasitaria e presenca variavel de alteracdes no epitélio
de revestimento (ulceragéo, exocitose de linfocitos e hiperplasia) e na derme/lamina
propria (granuloma, célula gigante multinucleada, fibrose e necrose). Neste estudo,
observou-se que, no controle, o infiltrado inflamat6rio é mais escasso e sempre
associado a fibrose, aspecto semelhante ao de uma lesdo cicatricial da LTA. A
fibrose foi mais frequente na LCM e na LCD, formas clinicas que apresentaram
maior tempo de evolugcdo. Em estudo prévio, MORAES e SILVEIRA, (1994)
observaram que as altera¢cdes histoldgicas na LCL causada por L. (L.) amazonensis,
eram semelhantes as encontradas na LCD. Contudo, amastigotas foram observadas
em apenas 1 das 3 amostras de LCL causadas por essa espécie, no presente
estudo.

Os tipos celulares constituintes do infiltrado inflamatorio identificados pela
analise imuno-histoquimica foram similares aos descritos previamente por outros
autores (AMATO; ANDRADE; DUARTE, 2003; DIAZ et al., 2002; KENNER et al.,
1999; MORGADO et al., 2008). No presente estudo, diferencas significativas no
namero de linfécitos T e B foram observadas principalmente entre a LCD e as outras
formas clinicas (LCL e LCM). Na LCL causada pela L.(L.)amazonensis, o niumero de
células positivas para os marcadores de células T se aproximou mais do observado

na LCL do que do numero observado na LCD, também causada pela
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L.(L.)Jamazonensis, 0 que mostra que a mesma espécie pode desencadear resposta
imune diferente. Com relacdo a expressdo de CDla observou-se que a média de
células positivas foi significativamente menor na LCM, quando com parada com a
LCL, sendo o nimero de células positivas/mm? semelhante ao encontrado por outros
autores (AMATO; ANDRADE; DUARTE, 2003). Estudo recente, que analisou o
namero de células de Langerhans nas les6es da IDRM, também observou um
namero menor de células de Langerhans nas lesdes dos pacientes com LCM,
apesar da intensidade da IDRM ter sido maior na LCM do que na LCL (NOGUEIRA;
SOTTO; CUCE, 2008). Xavier et al. (2005) observaram ainda que, na LCL causada
pela L. (L.) amazonensis e com IDRM negativa, a quantidade de células de
Langerhans € maior do que na LCL causada pela L. (V.) braziliensis com IDRM
positiva. Estes estudos sugerem, portanto, que a densidade de células de
Langerhans no epitélio ndo estd diretamente associada a intensidade da IDRM e,
consequentemente, com a intensidade da resposta imune. Em concordancia com
estes estudos, na presente pesquisa, apesar de a IDRM ser negativa na LCD e ser
positiva em apenas 56 de 63 pacientes na LCL, obteve-se um menor numero de
células de Langerhans na LCM que apresentou IDRM positiva em todos os
pacientes e com intensidade geralmente maior do que na LCL. O papel da célula de
Langerhans na regulagdo da resposta imune tem sido questionado em trabalhos
recentes (MORENO 2007; RITTER; OSTERLOH, 2007). Além da célula de
Langerhans, outros tipos de células dendriticas tém sido identificados, na pele
(BRANDONISIO; SPINELLI; PEPE, 2004) e na mucosa nasal mas o papel dessas
células apresentadoras de antigeno ainda nédo esta bem definido (JAHNSEN et al.,
2004). No controle, todas as células constituintes do infiltrado inflamatério estdo em
menor niumero do que na LTA, com a excecdo da expressdo de CDla que foi menor
na LCM. Esse menor numero de células no infiltrado do controle ocorre por que a
lesdo ja esta em processo de cicatrizacdo, um numero reduzido de células
inflamatorias também € observado na leséo cicatricial da LTA.

Com relacdo a expressdo dos marcadores da apoptose, células apoptoéticas
(caspase-3 ativa *) foram identificadas em apenas 37 das 75 amostras avaliadas e 0
namero de células positivas foi baixo em todas as formas clinicas. Mustafa et al.
(2001), analisando a apoptose na tuberculose, também observaram um baixo
namero de células apoptoticas nas lesdes. Diferentemente da necrose, a apoptose

ocorre em células isoladas que séo rapidamente fagocitadas pelos macréfagos. O
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processo tem duragcdo de poucas horas e ndo provoca inflamacgéo, tais fatos
explicariam, portanto, a dificuldade de identificacdo dessas células (KERR; WYLLIE;
CURRIE, et al., 1972; KRYSKO et al., 2008).

O maior numero de células apoptéticas na LCL, observado neste estudo,
pode estar associado a presenca de necrose nas lesfes dessa forma clinica, ja que
a apoptose foi significativamente mais frequente nas amostras com necrose. Essa
associacao entre necrose e apoptose também ja havia sido observada nas lesGes da
tuberculose (FAYYAZI et al., 2000). O maior numero de células apoptéticas na LCL
também pode ser explicado pela maior expressédo de FasL e pela correlacdo positiva
significativa entre a expressao de caspase-3 ativa e FasL obtida nessa forma clinica.
A maior frequéncia de células apoptoticas e de células FasL® na LCL, forma clinica
caracterizada por resolucdo espontanea, esta de acordo com trabalhos prévios que
mostraram que a resolucdo da lesdes causadas por Leishmania major em
camundongos necessita da via Fas/FasL (CHAKOUR et al., 2003; CONCEICAO-
SILVA et al., 1998).

O FasL foi expresso em todas as amostras de todas as formas clinicas. Na
derme/lamina propria a expressdo foi mais intensa nas células mononucleares
constituintes do infiltrado inflamatorio, principalmente em plasmocitos. A expressao
de FasL em plasmdcitos ja foi evidenciada em estudo prévio. Strater et al. (1999)
observaram, através de imuno-histoquimica e hibridizacdo in situ, que o0s
plasmadcitos sdo os principais produtores de FasL no sistema imune periférico
normal, e concluiram que o papel destas células na regulacdo da resposta imune
pode estar sendo subestimado. Esses autores observaram ainda que os plasmacitos
exibiam um padrdo de expressdo do FasL do tipo paranuclear, o que sugere que
essas células liberam o FasL soluvel. O FasL soluvel é menos eficiente do que o
FasL ligado a membrana e, pode inclusive bloquear a apoptose mediada por FasL
ligado & membrana (TANAKA et al., 1998).

Ainda com relagdo a expressao de FasL, Mustafa et al. (2001) observaram
que na Tuberculose e na Hanseniase os macréfagos com maior numero de
bactérias apresentaram uma maior expressdo de FasL. De acordo com esses
autores, o FasL expresso na superficie dos macréfagos quando em contato com o
Fas na superficie dos linfécitos seria responsavel pela apoptose desses linfocitos.
Assim, nas formas multibacilares, a apoptose dos linfécitos seria um mecanismo de

evasdao da bactéria. Contudo, diferentemente do observado nas formas
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multibacilares da TB e hanseniase, na LTA os macr6fagos com numerosos parasitas
nao apresentaram uma maior expressao de FasL.

Nos macroéfagos vacuolizados e nos granulomas néo houve expresséo de Bcl-
2 e de Bcl-X, mas a expresséo de BaK foi intensa . Esse desequilibrio na expresséo
de membros pro e anti-apoptéticos da familia Bcl-2 também foi observado na TB, e
pode ser um dos mecanismos responsaveis pela apoptose dos macréfagos segundo
Mustafa et al., (2005). Na LCD, o menor nimero de células Bcl-2* positivas pode
ser explicado pela menor quantidade de linfécitos nesta forma clinica.

Em trabalho recente, Eidsmo et al., (2005) sugeriram que a apoptose via
Fas/FasL seria um dos mecanismos contribuintes para a ulceragdo nas lesbes da
LCL. Esses autores observaram, através da técnica de TUNEL, maior nimero de
células apoptéticas na epiderme hiperplasica adjacente a ulcera do que na normal.
De acordo com esses autores, a apoptose seria desencadeada pela interacdo entre
FasL expresso nas células inflamatdrias e o Fas expresso pelos ceratindcitos ja que
na epiderme normal geralmente ndo ha expresséo de FasL (BAIMA; STICHERLING,
2001; TAKAHASHI et al., 2002). No presente estudo, numerosas células
inflamatorias subepidérmicas positivas para Fas L foram evidenciadas. Contudo,
raras células apoptéticas foram evidenciadas na epiderme hiperplasica adjacente a
Ulcera. Portanto, ndo foi possivel estabelecer uma associacdo entre a apoptose dos
ceratindcitos e a formacéo da ulcera. A técnica de TUNEL, empregada pelos autores
tem sido criticada em trabalhos recentes, pela falta de especificidade e seus
resultados devem ser sempre correlacionados com a morfologia e expressdo de
marcadores de apoptose (BAIMA; STICHERLING, 2002). A apoptose dos
ceratindcitos tem sido associada a ulceracdo em algumas doengas cutaneas (e.g.
Erupcdo fixa a droga, Sindrome de Stevens-johnson) entretanto, nessas
dermatoses, ao contrario do que acontece na leishmaniose, numerosas células
apoptoticas sao evidenciadas nos cortes corados por HE (CHOI et al., 2006; ABE et
al., 2003). Dessa forma, mais estudos devem ser realizados para melhor definir a
contribuicdo da apoptose na ulceracao.

Atualmente a existéncia de morte celular programada, similar a apoptose que
ocorre em organismos multicelulares, tem sido amplamente aceita nas leishmanias.
Contudo, as proteinas que regulam esse processo ainda nédo sdo conhecidas.
Genes que codificam proteinas similares aos membros da familia Bcl-2 e caspases

nao foram identificados na analise de sequéncia genética da leishmania. Contudo,
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recentemente proteinas semelhantes as caspases, denominadas metacaspases,
foram encontradas (AMBIT et al., 2008). Além disso, foi demonstrada que a
expressdo de Bcl-X humana em L. infantum protege o parasito da morte celular
induzida pelo calor (ALZATE et al., 2006). Em nosso estudo, a expressao de Bcl-X
nas formas amastigotas sugere a possivel existéncia de uma proteina semelhante a
Bcl-X encontrada em organismos multicelulares, mas esse achado deve ser
investigado por outros métodos para se descartar reacéo cruzada.

Com relagdo a célula Treg, células Foxp3® foram observadas em lesbes de
todas as formas clinicas, mas o nimero de amostras com células positivas e o
namero de células positivas nas amostras foram baixos em todas as formas clinicas.
Resultados semelhantes foram obtidos em estudos recentes que analisaram a
expressado de células de Foxp3 no sangue periférico e em lesdes de pele infectadas
com L. (V.) braziliensis and L.(L.) amazonensis (JI et al., 2005; CAMPANELLI et al.,
2006). Na pele normal, células Foxp3" estiveram presentes em alguns estudos e
ausentes em outros, provavelmente devido ao escasso numero de células T no
tecido (SUGIYAMA et al., 2005; VERHAGEN et al., 2006). Da mesma forma, no
presente estudo, a auséncia de célula Foxp3™ no controle pode ser explicada pelo
menor numero de células T no infiltrado inflamatério. No sangue periférico de
individuos saudaveis, as células Treg representam apenas 5 a 10% das células T do
sangue periférico.

A expresséo de Foxp3 néo foi evidenciada em todas as amostras e o0 nimero
de células positivas foi variavel em amostras da mesma forma clinica. Esta variacao
no namero de células Foxp3* também foi observada em estudo recente envolvendo
lesGes infectadas L.(V.) braziliensis (CAMPANELLI et al., 2006). Em outras doengas
inflamatorias da pele e na pele normal, de Boer et al., (2007) obtiveram também uma
grande variagdo na frequéncia de células Foxp3®. Na tentativa de explicar essas
diferencas, a expressédo de Foxp3 foi correlacionada com a idade do paciente e o
tempo de evolucdo da doenca, mas nenhuma associacéo foi observada.

No presente estudo, foi observado que a LCD, apesar de apresentar um
menor nimero de células CD4", mostrou um numero significativamente maior de
células Foxp3™ quando comparada com a LCL. Em outras doencas infecciosas,
nimero aumentado de células Foxp3® tem sido associado com a supressdo da
resposta imune (BELKAID e ROUSE, 2005; BELKAID, 2007). Considerando isso,
Nnossos resultados podem sugerir que o maior numero de células Treg em LCD pode



65

estar associado com a hiporresponsividade observada nessa forma clinica.
Diferentemente do observado na LCD, na LCL causada pela L.(L.) amazonensis,
nenhuma amostra expressou Foxp3 indicando que a espécie de leishméania nao foi o
fator determinante para o maior niumero de células Treg na LCD.

Estudos prévios demonstraram que, em lesdes causadas por L.(V.)
braziliensis e L.(L.) amazonensis, células Treg secretam IL-10 e suprimem a
proliferacdo e a producdo de citocinas pelas células efetoras (JI et al., 2005;
CAMPANELLI et al., 2006). Outro mecanismo de a¢do da célula Treg que tem sido
descrito € a apoptose da célula T efetora (ASKENASY et al., 2008; Yolcu et al.,
2008). No presente estudo, obteve-se uma correlagao positiva entre a expressao de
Foxp3 e caspase-3 ativa na LCL e na LCM, sugerindo que a apoptose possa ser um
possivel mecanismo de acéo da células Treg nestas formas clinicas.

Nos pacientes HIV-positivos, as manifestagdes clinicas da LTA sao diversas e
dependem do estado imunolégico do paciente. Formas clinicas mais severas, com
lesbes cutaneas multiplas e envolvimento mucoso S4o comuns nesses pacientes e
foram observadas nos pacientes do presente estudo (LINDOSO et al., 2009;
MATTOS et al., 1998; SAMPAIO et al., 2002). Nas amostras de nossos pacientes
HIV-positivos, o nimero de células CD4" foi menor do que o nimero (mediana)
observado nas amostras de LCM e LD dos pacientes HIV-negativos. Mesmo com um
menor nimero de células T CD4", as lesdes dos pacientes HIV-positivos
apresentaram células Foxp3®. Na LCM, o nimero de células Foxp3" foi inclusive
maior do que o nimero (mediana) observado nos pacientes HIV-negativos. O papel
das células Treg nos pacientes HIV-positivos é contraditério, mas ha evidéncia de
que essas células possam suprimir a resposta das células T efetoras contra o virus
(ALLAN et al., 2008).

Resumidamente, no presente estudo, as diferengas observadas na expressao
de marcadores de apoptose e da célula Treg, entre as diferentes formas cinicas da
LTA, sugerem gque a apoptose das células do sistema imune e a presenca da célula
Treg sejam fatores importante na determinacdo da evolucdo das lesfes. As vias da
apoptose e 0s mecanismos de acdo da célula Treg tém sido alvos para o
desenvolvimento de novas terapias em diversos tipos de doencas e, portanto, os

resultados do nosso estudo poderdo ser usados como base para estudos futuros.
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7. CONCLUSOES

As conclusdes obtidas na presente pesquisa foram as seguintes:

O namero de células apoptéticas foi baixo em todas as formas clinicas da LTA e néo

foi significativamente diferente entre elas.

O maior numero de células apoptéticas na LCL e a correlagdo positiva significativa
entre a expressdo de caspase-3 ativa e FasL obtida nessa forma clinica sugerem
que a via Fas/FasL seja mediadora da apoptose na LTA e importante na evolugéo
clinica das lesbes, ja que a LCL é a forma clinica caracterizada pela resolucéo

espontanea das lesdes.

A expressao de Bcl-X nas formas amastigotas sugere a possivel existéncia de uma
proteina semelhante a Bcl-X encontrada em organismos multicelulares, mas esse

achado deve ser investigado por outros metodos.

O numero de células Foxp3™ foi baixo em todas as formas clinicas da LTA

A LCD, apesar de apresentar um menor nimero de células CD4*, mostrou um
namero significativamente maior de células Foxp3* quando comparada com a LCL.
O maior nuamero de células Treg na LCD pode estar associado com a
hiporresponsividade observada nessa forma clinica.

A correlacao positiva entre a expressao de caspase-3 ativa e a expressao de Foxp3
na LCL e LCM indica que a apoptose possa ser um dos mecanismos de regulacao
da célula Foxp3® nestas formas clinicas.

O menor numero de células Langerhans na LCM, quando comparada com outras
formas e o controle, sugere que a densidade destas células no epitélio ndo esta
diretamente associada com a intensidade da IDRM e, portanto, com a intensidade

da resposta imune.
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Etapas da técnica de imuno-histoquimica:

a. Hidratagdo das laminas - apo6s cortes dos blocos de parafina, as secg6es foram desparafinizadas em 2 (dois) banhos de
equivalente vegetal biodegradavel do xilol (ECO-K — Clarus Technology) em estufa a 37°C durante 15 minutos e a temperatura
ambiente também durante 15 minutos, para em seguida serem hidratadas em 4 (quatro) banhos de &lcool (alcool absoluto,

alcool a 95%, 90% e 80%) e submetidas diretamente ao pré-tratamento das laminas

b. Bloqueio da Peroxidase Endégena — as secgBes foram submetidas a 3 banhos de 10 minutos cada um em solugdo de
agua oxigenada a 3% (equivalente & dgua oxigenada de 10 volumes), sendo as soluc¢des trocadas a cada banho e obtidas a

maneira da agua oxigenada (peréxido de hidrogénio a 3% mais ou menos 51ml e 4gua destilada 460ml);

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 tampéo 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, todos pré-tratados com solucdo tampdo citrato pH 6, exceto
CD-4 em que foi utilizado o tamp&o EDTA pH 8, para, em seguida, retirado o vaporizador, porém dentro da solugéo utilizada,

as secg0Oes serem esfriadas por um periodo de aproximadamente 15 minutos;

d. Preparo de tampé&o:
4.1. Tampéo de Citrato 10mM pH 6 (acido citrico monohidratado — 2,1g e agua destilada — 1.000ml).
4.2.Tampao de EDTA 10mM pH 8 — (Etioleno diaminotetraacetato de sédio (EDTA) — 1,869, agua destilada — 5.000ml e Na
OH 2N - 2 a 2,5 ml ajustado pH com Na OH ou HCI 1N).
4.3. Tampéo TRIS 0,05 M pH 7,6 (Solugdo 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, foram acondicionadas
em cubas plasticas com tampas, foram lavadas com TBS, secadas com lenco de papel e, retirado o excesso de Tampéo TBS,
os Reagentes Priméarios, previamente diluidos, foram gotejados para 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 tampao TBS foi
cuidadosamente retirado com lenco de papel, para, em seguida, ser gotejado o reagente secundario (indicado no Kit LSAB+),

gue recobria toda a seccéo, 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, em seguida, gotejado o reagente Streptavidina Peroxidase (indicado no Kit ISAB+), que recobria toda a

seccao ficar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

h. Preparo de solugdo de DAB liquido (K-3466) — 3'3’ Diaminobenzidina (DAB) — 1 gota de tamp&o que acompanha o kit
DAB liquido homogeneizado — 1ml;

i. Solucdo DAB - cada lamina foi lavada com TBS, cujo excesso foi retirado delas com lenco de papel, cuidadosamente e,

depois de gotejada a solugdo DAB, o suficiente para cobrir toda a sec¢éo, foi ela incubada por 10 minutos.

j. Coloragdo (Hematoxilina) — as laminas foram lavadas com &gua corrente, depois colocadas na cuba para coloragdo com
Hematoxilina de Harris durante 20 segundos, em seguida lavados com agua amoniacal e, novamente, com agua corrente;

k. Montagem das laminas — para montagem, as laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas com resina sintética
(Entelan), sendo que em todas as etapas as laminas jamais foram secadas;
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Tabela Al - Anticorpos e seus respectivos clones, diluicdes, codigos e fabricantes utilizados nas reac6es imuno-histoquimicas

anticorpos clones diluigdo codigo fabricante
CD-45R0O UCHL1 1:100 M-0742 Dako
CD-20CY L26 1:200 M - 0755 Dako
CD-8 C8/144B 1:100 M-7103 Dako
CD4 Ab-8 4B12 1:80 MS-1528-R7 Thermo scientific
CD68 PG-MI 1:100 M-0876 Dako
CDla 10 1:100 M-3571 Dako
CD15 C3D-1 1:100 M-0733 Dako
BCL2 oncoprotein 124 1:100 M-0887 Dako
Bak 1:500 A-3538 Dako
Bcl-x A35-10 1:100 M-4512 Dako
FasL 1:400 RB-9029-RT Thermo scientific
Caspase Aspl75 1:1.000 9661 Cell Signaling

Foxp3 PCH101 1:400 eBioscience
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Figura Al- Demonstrac&o do uso do Unbvision na identificagdo manual de células positivas e contagem automatica (seta).
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X 0
1 M 53 X 1 0.5cm mi 3a + + X - X - b
2 M 26 GO 1 0,8cm mi 3m + X X X X - X
3 M 63 DF 1 4cm tronco X + X X - X - X
4 F 22 DF 1 8cm ms 5m - X X + X - X
5 M 25 DF 1 5cm mi 3m + X - - X - X
6 F 9 GO 1 2cm cabeca 4m + X + + X - X
7 M 46 TO 1 6 cm ms 3m + X X X X - X
8 M 7 BA 3 >3cm cabeca 3a + X X X X - am
9 M 31 BA 1 3cm ms 5m + X + X X - b
10 M 29 X 1 X mi X + X X X X - X
11 M 38 BA varias >6cm mi 4m + + - + X - b
12 M 29 DF 1 8cm X m + + - - X - X
13 M 66 X 1 1,5cm tronco X + X + - X - X
14 M 19 DF 1 10cm mi 2a + X - - X - b
15 M 18 X 3 >2cm mi e ms am + X - X X - b
16 M 3 BA 1 6cm ms la + - X - X - X
17 M 43 GO 2 4cm ms 7m + + X X X - b
18 M 55 DF 1 3cm mi 2a + - - + X - b
19 M 50 TO 2 >3cm ms am + X - X - - X
20 M 61 X 1 X X 2m + + + + + - X
21 M 38 X X 7cm X 3m + + + + + - X
22 M 40 TO 3 > cabeca 5m + - X + X - X
23 M 51 DF 1 7cm tronco X + X X X X - X
24 M 38 DF 2 X mi 3m + - + + X - b
25 F 43 GO varias >10cm mi 25d - - - - X - X
26 M 34 GO 2 >3cm ms 20d + + + + X - X
27 M 62 BA X X X ba + + + + X - X
28 F 46 BA 1 10cm mi 2a X + + + X - X
29 M 60 DF 1 4 cm ms 2m - + X X X - X
30 F 8 DF 2 2cm ms e tronco X X + + + X - b
31 M 10 MT 1 X cabeca 5m - + - + + - X
32 M 56 DF 2 3,5e4cm ms am + + + + + - X
33 M 28 DF 1 X mi 2m X + X X X - b
34 M 51 DF 1 X tronco 2m - + X + + - b
35 M 45 DF 4 >4cm cabeca e tronco2m + + X + X - X
36 M 65 X 1 15x10cm mi 6m + + + X X - X
37 M 37 DF 2 5cm mi im + + + + - - b
38 F 71 DF 1 6 cm mi 8m + + - - X - X
39 M 54 GO 1 5x7cm ms X - + - - X - X
40 F 25 X X 4cm X am + X + + X - X
41 M 16 DF 1 1,5cm mi 6m + - X X + - X
42 F 19 DF 1 3cm mi X - + X X X - X
43 M 38 BA X >6cm mi 4m + + - + X - X
44 M 36 DF 2 X troncoems 4m + X + + X - X
45 M 22 DF 1 2cm ms 2m X + + + X - b
46 M 28 DF 2 6,5 e 2,0cm mi 6m + + X X X - X
47 M 19 DF X 0,7cm mi im + + + X + - am
48 M 34 DF 1 X cabeca 3m + - X X X - X
49 M X X X X mi X + X X X X - X
50 F 59 BA 1 5cm X 6a + - - X X - X
51 F 37 GO 3 3cm mi 2m + + X X X - X
52 M 52 X 2 3 e 10cm ms X X + X X X - am
53 M 41 DF 1 1,5cm mi 2m + + X + X - X
54 M 35 MG 1 5cm ms 3a + + X + X - X
55 M 41 DF 1 1,5cm mi 2m + + X + X - b
56 M 53 DF X X X am + - X X X - X
57 M 62 DF X X mi X + + - - - - X
58 M 55 GO 1 1,5cm cabeca 5m + + + - X - X
59 M 39 DF 1 1,5cm cabeca X + + - - - - X
60 F 57 X X 3,5 X 20d + + X X X - X
61 M 64 DF 1 2,5 ms 20d + + X X X - X
62 M 42 GO 1 X ms X + X - X X - X
63 M X X X X cabeca X + X X X X - X
64 M 17 GO 2 > 3,5cm cabecaemi 3m + X - - X - X
65 M 23 DF 2 >2,5cm mi 3m + - - - X - b
66 M 58 X X X X X + + X X X - X
67 F 39 DF 1 2cm mi 3m + - - - X - X
68 M 39 GO 3 X mi e ms 5m + X X X X - b

Legenda:

F=feminino, M=masculino, DF=Distrito Federal, GO=Goiés, TO=Tocantins, BA=Bahia, MG=Minas Gerais, MT=Mato Grosso
mi=membro inferior, ms=membro superior, t=tempo de evolu¢éo, a=ano, m=meses, d=dias,

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFlI=imunofluorescéncia indireta, (-)= ausente, (+)=presente, x=nao disponivel
b=L.(V.) braziliensis, am=L.(L.) amazonensis

sp=espécie
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bidnsia sexo idade procedéncia A40-n° Ao-tamanho do-loca DRM
1 M 37 MG varias X X 8m + - X X X X
2 M 34 X varias X X X X + X X X b
3 M 44 DF 8 >3cm troncoemilm X X + + X X

Legenda:

M=masculino, MG=Minas Gerais, DF=Distrito Federal

mi=membro inferior, t= tempo de evolu¢cdo, m=meses

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFI=imunofluorescéncia indireta, (-)= ausente, (+)=presente, x= ndo disponivel

b=L.(V.) braziliensis

sp=espécie

Tabela A4 - Dados epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com LCM
1 M 65 DF nasal tardia 12a + X X X X X
2 F 46 DF nasal, palato X 4a + + X - X X
3 M 67 DF nasal, palato, faringe tardia 3a + + X X X X
4 F 26 MG nasal X 4da + + X + X X
5 M 67 GO nasal tardia la + + X - X X
6 M 26 DF nasal X X + o+ X X X X
7 M 62 DF nasal,faringe,laringe X 3a + + X X X X
8 M 38 DF nasal X 3a + + X X X X
9 M 30 GO nasal X 3a x + + - - X
10 M 48 GO X X X + - X X X X
11 M 73 MT nasal,labio,palato X X + o+ - - X X
12 M 46 TO nasal tardia 3m + X X X X X
13 M 45 DF orofaringe, palato concomitante 2a + + + - X a
14 M 59 BA nasal X X + o+ X X X X
15 F 39 DF nasal X 2a  + - X X X X
16 M 75 TO nasal X la + X X X X X

Legenda:

F=feminino, M=masculino, DF=Distrito Federal, GO=Goias, TO=Tocantins, BA=Bahia, MG=Minas Gerais, MT=Mato Grosso
t=tempo de evoluc¢éo, a=ano, m=meses, d=dias

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFI=imunofluorescéncia indireta, (-)= ausente, (+)=presente, x= ndo disponivel

am=L.(L.) amazonensis

sp=espécie

1 M 78 MA varias X mi, ms e cabeca 8a - + + X X X
2 F 22 MA varias X mi X - o+ + X X X
3 M 32 MA varias X mi 8m - + + X X X
4 F 22 MA varias X mi,ms ecabeca8a - + + X X X
5 M 41 MA varias X mi, ms e cabeca 2a - + + X X X
6 F 18 MA varias X mi e ms lla - + + X X X
7 F 31 MA varias X mi, ms e cabeca?2a - - + X X X
Legenda:

F=feminino, M=masculino, MA=Maranh&o
mi=membro inferior, ms=membro superior, t=tempo de evolugéo, a=ano, m=meses, d=dias

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFlI=imunofluorescéncia indireta, (-)= ausente, (+)=presente, x= ndo disponivel

sp=espécie

Tabela A6 - Dados epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com LRC

QDSla sexoldade broceqé A0-n°lesdo-tamanha A0-l0ca DRIM

1 M__40 X 2 3cm mi 3m + + X X X X
Legenda:
M=masculino

mi=membro inferior, t=tempo de evolucdo, a=ano, m=meses, d=dias

IDRM=intradermorreacéo de Montenegro, IFlI=imunofluorescéncia indireta, (-)= ausente, (+)=presente, x= ndo disponivel

sp=espécie
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Legenda:
(-)= ausente, (+)=presente
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Tabela A8 - AlteracGes histopatolégicas nas lesées de pacientes com LD

DIODSIA niperpiasia eplaermica eraca £X0 QSe nNe 0S€E PDrosSe
1 + - + + - - + + -
2 - - + - - - - - +
3 + - + + - - - - +
Legenda:

(-)= ausente, (+)=presente

Tabela A9 - Alterac6es histopatoldgicas nas les6es de pacientes com LCM

DSIA NIDErnNiasia eplaermica eracao X0 ose ne 0Se prose 0
1 - + X - - - - - -
2 + + + + - - + + -
3 + + + - - - - - +
4 - - + - - - - - -
5 + + + - - - - -
6 + - + - - - + + +
7 + + + + - - + - -
8 + + + + + - - -
9 + - + + - - + - -
10 + + + - + - - - -
11 + + + + - - + + -
12 + + + + - - + + +
13 + + + + - - + + +
14 - - + - + - - - -
15 + + + + - - + + -
16 + + + + - - + + -
Legenda:
(-)= ausente, (+)=presente
Tabela A10 - Alteracdes histopatoldgicas nas lesdes de pacientes com LCD
bidpsia hiperplasia epidérmica era exocitose necrose fibrose ma
1 - - - - - + - - +
2 X X X - + + - - +
3 - - - - - + - - +
4 - - - - - + - - +
5 + + + - - + - - +
6 - - + + - - +
7 - - - - + + - - +

Legenda:
(-)= ausente, (+)=presente

Legenda:
(-)= ausente, (+)=presente
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Tabela A13 - N° de células/mm? positivas para os marcadores celulares, apoptéticos e para Foxp3 nas lesdes de LCL
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bidnsia CD1a CcD8 CcDh4 CD45RO CcD20 CD15 CD68 Bcel2 Eaz | caspase EFoxP3
1 32 1584 X X 552 X 648 520 X X
2 80 1752 792 2072 96 240 X 768 64 10 20
3 80 1080 1536 2016 240 80 264 400 880 25 30
4 X X 688 X 384 192 464 632 1216 42 16
5 X 1464 X X 540 X 480 X 380 4 30
6 X 552 X X 960 64 544 672 144 X X
7 X 1296 X 1320 352 160 X 440 344 2 0
8 176 1248 X 1328 372 X X 360 40 0 0
9 X 1056 X X 696 X 168 X 80 0 0
10 176 1896 744 1056 228 480 X 240 144 2 0
11 X 516 X X 60 X 132 300 X X X
12 160 708 576 1308 156 X X X 48 0 0
13 X 1272 600 1644 612 96 X 640 328 0 0
14 128 1608 X X 72 60 X 288 64 0 0
15 112 1224 X X 312 X 372 X X 5 0
16 64 832 864 2400 108 X 624 960 X 0 0
17 64 576 X X 120 X 156 280 X 0 0
18 72 1200 512 1548 840 X 408 800 402 1 22
19 240 800 X 1440 120 X X X 96 0 0
20 X 1200 X 1928 252 X 324 296 144 11 0
21 16 1152 X X 240 X 864 552 176 0 0
22 96 1608 X X 960 X 552 808 112 0 0
23 X X X X 336 X 168 640 224 1 2
24 216 1200 X X 156 X 160 864 X X X
25 168 1320 744 1680 24 X X 300 X X X
26 X 768 X X 612 X X 592 36 0 0
27 160 1056 X X 288 X X 216 X X X
28 X 612 X X 360 X X 1092 X 3 0
29 168 984 X X 732 X X X 200 2 1
30 0 1104 X X 72 60 240 288 352 7 20
31 X 864 X X 912 180 744 720 320 1 0
32 112 1872 X X 276 120 528 560 372 0 2
33 X 1896 X X 864 48 840 X 488 39 0
34 X 1056 X X 240 60 X 360 X X X
35 X 1104 X X 192 156 648 X 640 22 0
36 X 96 X X 72 X 576 528 576 15 0
37 X 792 X X 180 X X X 192 14 0
38 X X X X X X X 248 X X X
39 X 1200 X X 204 112 760 384 X 3 X
40 152 1176 X X 780 264 816 848 960 0 0
41 152 864 X X 108 12 96 X X X X
42 72 1008 X X 144 264 X 672 432 3 2
43 X 744 X X X 36 168 648 112 0 0
44 64 720 600 1440 120 72 X 440 X 0 0
45 X 1320 X X 768 144 648 1298 X 44 40
46 X 2568 X X 336 0 768 X X X X
47 176 936 X X 252 108 336 336 X 0 0
48 X 456 X X X X 432 X X X X
49 192 1008 X X 504 120 X 468 1212 X 0
50 X 720 X X 648 180 264 936 X X X
51 X 1176 1152 1680 120 X X X 120 X 1
52 X 1152 X 1800 408 X 384 744 200 3 0
53 X 1152 X X X X X 344 228 0 0
54 X 768 1152 1714 816 108 X X X 0 0
55 X X 1008 1464 264 X X 144 96 0 0
56 X 588 X X 72 X 168 384 80 0 0
57 120 1080 X 1344 920 X 336 920 X X X
58 X 432 X X 144 X 216 477 352 X X
59 180 1320 X X 504 120 504 X 408 0 0
60 128 1608 X X 168 216 984 672 456 24 44
61 X 1368 960 1892 180 192 X 1320 272 80 190
62 120 1200 X 1584 864 X X 808 360 2 3
63 X 972 X X X X 408 720 1032 1 0
64 X 1320 X X 192 X 1056 1080 180 0 0
65 X 1368 984 1866 698 X X 432 640 0 0
66 X 744 X X 108 0 X 772 56 0 0
67 120 216 X X 432 X X 864 240 5 7
68 112 1296 X X 168 X 792 504 348 7 66




Tabela A14 - N° de células/mm? positivas para os marcadores celulares, apoptéticos e para Foxp3 nas lesdes de LD
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bidpsia CDla CD8 CD4 CD45RO CD20 CD15 CD68 Bcl?2 Easl caspase EoxP3
1 176 376 127 584 96 X 300 240 96 4 64
2 144 840 460 1180 252 156 372 504 144 4 5
3 X 1116 840 1760 384 108 768 224 120 0 0

Tabela A15 - N° de células/mm

2

positivas para os marcadores celulares, apoptéticos e para Foxp3 nas lesées de LCM

bidpsia CD1la CcD8 CcD4 CD45RO CD20 CD15 CD68 Bcl?2 Easl caspase EoxP3
1 X 616 X X 384 800 528 528 X 1 8
2 80 816 496 X 408 184 1056 512 48 2 11
3 12 1136 1416 X 504 X 1272 560 672 10 0
4 8 840 1224 2040 744 144 408 960 360 0 0
5 8 904 X 2352 132 688 X 280 X X X
6 10 920 X X 560 200 1008 536 112 0 0
7 X 1320 1370 2064 780 X 768 912 96 12 5
8 22 168 X 736 132 552 216 144 X X X
9 X 656 X 1936 216 288 168 X X 0 0
10 X 360 X 1416 156 384 312 320 48 0 0
11 4 1368 X X 128 48 1008 432 136 0 21
12 X 744 X X 960 1848 416 824 88 0 0
13 6 1200 732 X X 264 1080 792 136 2 22
14 0 340 432 656 128 96 456 337 352 0 0
15 X 1608 1096 X 560 344 X 1360 56 11 16
16 46 80 X X 336 256 888 984 576 23 70

Tabela A16 - N° de células/mm

2

positivas para os marcadores celulares, apoptéticos e para Foxp3 nas lesées de LCD

bidnsia CD1a CcD8 CcDh4 CD45R0O CcD20 CD15 CD68 Bcel2 Easl caspase EFoxP3
1 96 560 540 1032 252 96 840 360 684 0 30
2 X 744 396 X 120 72 616 352 X 3 X
3 64 144 X X 8 84 560 112 96 0 12
4 56 240 X X 16 40 672 72 40 0 10
5 32 576 X 840 72 204 464 X X X 8
6 8 96 X 320 X 60 416 X X 0 X
7 24 1044 X 1120 108 72 448 352 60 0 3
Tabela A17 - N° de células/mm? positivas para os marcadores celulares, apoptoticos e para Foxp3 na leséo de LRC
bidpsia CD1la CDS8 CD4 CD45RO CD20 _CD15 CD68 Bcl2 Easl caspase EoxP3
1 64 1092 864 1680 36 48 300 324 120 14 2
Tabela A18 - N° de células/mm? positivas para os marcadores celulares, apoptéticos e para Foxp3 no controle
bidpsia CD1la CDS8 CD4 CDA45RO CD20 _CD15 CD68 Bcl2 Easl caspase EoxP3
1 40 56 98 160 64 X 120 64 0 0
2 72 64 80 192 X 0 X 136 24 0 0
3 144 200 160 280 40 120 48 144 40 2 0
4 120 88 178 192 32 0 X 112 104 0 0
5 48 160 64 248 32 144 104 48 64 0 0
6 176 160 120 272 56 56 112 120 40 0 0
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Abstract

As the diversity in clinical presentation of ATLnjarican tegumentary leishmaniasis)
is determined mainly by the immune response of,hmst aim was to evaluate tle situ
expression of Foxp3 (marker of regulatory T call)asions of the different clinical forms of
ATL. Foxp3' cells were observed in 39.5% (32/81) of the samatel the number of positive
cells was low in all the clinical forms. Even preseg a significantly lower number of CD4
T cells, DCL (diffuse cutaneous leishmaniasis) sk higher expression of Foxp3 when
compared with LCL (localized cutaneous leishmasjasand MCL (mucocutaneous
leishmaniasis). In LCL and MCL, the number of Fokg8lls correlated positively with the
number of apoptotic cells (active caspasedls). A positive correlation was also observed
between the expression of active caspase 3 andifrdlese clinical forms. Our data suggest
that increased number of Treg cells may be assattatthe hyporesponsiveness observed in
DCL and also indicate that the apoptosis may bessiple mechanism of action of FoxXp3
regulatory T cell in LCL and MCL. However, furthgtudies are required to better understand

the mechanism of action of regulatory T cell.
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Introduction

American tegumentary leishmaniasis (ATL), widelyesm in most countries of Latin
America, is characterized by a spectrum of clinoanifestations varying from self-healing
localized cutaneous leishmaniasis (LCL) to moreesevforms such as disseminated
leishmaniasis (DL), leishmaniasis recidiva cuti®R(@), mucocutaneous leishmaniasis (MCL)
and diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL). TheHerdnt clinical forms depend mainly on
the species of the infectingeishmaniaand host cell-mediated immune respdrisén Brazil,
Leishmania (Viannia) braziliensiss the main etiologic agent of localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) and mucocutaneous leishmania@4CL) while Leishmania
(Leishmania) amazonensipredominates in diffuse cutaneous leishmaniasis LJPC
Leishmania spis an obligate intracellular parasite, being themune response of host
mediated mainly by two functional subpopulationsGi®4" T cells, distinguished by their
pattern of cytokine production: T helper cell tyfie(Thl) immune response produces
proinflammatory cytokines and T helper cell type (Bh2) immune response secrets
downregulating cytokines. Regulated production hefse cytokines enables parasite killing
without producing skin tissue damage. MCL is chimazed by hyperesponsiveness and
tissue destruction. Different from MCL, DCL has beassociated with a Th2 immune
response and immune hyporesponsiveltess

The regulatory T (Treg) cells play an importanteroh regulation of immune

responses. Several subsets of regulatory T cells haen identified such as Trl, TH3 and
CD4'CD25' °. The latter, besides the high expression of CR&H express CTLA-4, GITR
and Foxp3. To date, Foxp3 is considered as therbasker for CDACD25 Treg cell. The
mechanism of action of Treg cell is still unclelant suppressive mechanisms can be divided
into three categories: cell-cell contact, localregon of inhibitory cytokines and local

competition for growth factofs. Recently, it has been shown that Treg cell aamtrol a
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large number of infections by modulating the intgnsf the effector immune resporiSe
Treg cells are capable of recognizing antigensactious diseases and downregulate both
Th1 and Th2 immune respons&:

Most studies about the role of Treg cells in leiahiasis have been performed with
cells derived from peripheral blood and in animaldels, little is known about Treg cells in
site of human infectioi’** In lesions caused bly major, L (V.) brasiliensisand L (L.)
amazonensijsthere is evidence that Foxp8ells accumulate ansuppress the proliferation
and cytokine production of effectors T c&ll¥’ However, therelationship between Treg
cells and different clinical presentations of AL not clear. Considering the importance of
Treg cells in control of the effector immune resporand in order to better understand the
role of these cells in determine the differentictithforms of cutaneous leishmaniasis, our aim
was to verify the presence FoXp®8ells in lesions of the different clinical formd o

leishmaniasis.

Material and methods

Biopsy samples. We analyzed 95 biopsy samples from 95 patientis ATL (76 men
and 19 women; age range, 3-78 years). The inclusitteria were based on clinical and
laboratory findings: immunologic tests (positive Menegro skin test and positive anti-
Leishmania antibodies in serum) and parasitological testsishmania species on
histopathological examination, culture or smeaf$)e punch biopsy samples (about 4mm)
were obtained from the border of active lesiongrpo institution of the therapy, and they
were divided according to the different clinicalkegentations of ATL: LCL (n=68), MCL
(n=16), DCL (n=7), DL (n=3), LRC (n=1). The mears4. of age (in years), according to the
clinical form, was as follows: 37.85 (x16.87) in LC50.75 (x 16.43) in MCL, 34.85

(x20.56) in DCL and 38.33 (£5.13) in DL. In LRC etlpatient was 40 years old. The mean *
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s.d. of lesion duration (in months), according liaical form, was as follows: LCL (9.43%
14.81), MCL (40.25+35.64), DCL (63.3351) and DL54 4.95). In LRC, lesion duration
was of 3 months. Two of the 95 biopsy samples Virema HIV-positive patients (classified
as having AIDS) presenting DL and concomitant MGACL with mucous and cutaneous
involvement simultaneously). These biopsy samplesevanalyzed separately from samples
of HIV-negative patients.

The patients with LCL and MCL were from areas where(V.) braziliensisis
prevalent while patients with DCL acquired the ds® in endemic areas &f (L.)
amazonenst. This work was approved by the Ethical Commiti@eHuman Research from
University of Brasilia.

As normal skin samples present minimal inflammatorfiitrate, 6 samples of skin

biopsies with foreign body granulomas (suture wiveje used as controls.

I mmunohistochemistry. We used the streptavidin-biotin-peroxidase metisidnized
slides containing formaline-fixed and paraffin-emdtéed sections of biopsies samples were
submitted to immunohistochemistry for detectionnudrkers of cell subtypes (CD45R®
lymphocytes, CD4 T lymphocytes, CD8 T lymphocytes, CDZ0B lymphocytes, CD68
macrophages, CDI5neutrophils, CDIa Langerhans cells), markers of apoptosis (active
caspase 3 and FasL) and Fokp8lls. The primary antibodies used in immunohisésgical
reactions were: CD45RO (1:100; DAKO Corporatiom, @JSA), CD4 (1:80; Thermo
scientific, CA, USA ), CD8 (1:80; DAKO Corporatio A, USA) , CD20 (1:80; DAKO
Corporation, CA, USA), CD68 (1:80; DAKO CorporatjddA, USA), CD15 (1:100; DAKO
Corporation, CA, USA), CD1la (1:80; DAKO CorporatjoCA, USA), active caspase 3
(1:80; Cell Signaling, MA, USA), FasL (1:80; Thernszientific, CA, USA) and Foxp3

(1:400; eBioscience, CA, USA). Immunohistochemistas carried out as follows: antigen
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recovery, blockade of endogenous tissue peroxideybiation with a primary antibody,
incubation with a secondary antibody and incubatidgth the streptavidin-biotin-peroxidase
complex (LSAB+ DAKO, A/S Denmark K-690). All reaotis were developed using a
diaminobenzidine chromogen solution (Dab substrateomogen system-K3466) and
counterstaining was performed with Harris hematoxylTonsil sections were used as

controls. Cells marked in brown were consideredtpes

Quantitative analysis of cell population

The number of CD45R0OT lymphocytes, CD4T lymphocytes, CD8T lymphocytes,
CD20" B lymphocytes, CD68macrophages, CDI1%eutrophils, FasLcells was determined
counting cells in captured images using an optmaroscope coupled to a color video
camera. For each marker, two randomly chosen figids 400x magnification (40x lens and
10x ocular-Zeiss optical microscope) were analy3ée. area of each captured image was of
0,0432mm. The counting of the positive cells was done miyun the computer monitor
using an image analysis software (Unbvisidirig 1. CD14 Langerhans, active caspase 3
and Foxp3 cells were counted in 16 randomly chosen fielda #00x magnification (40x
lens and 10x ocular-Olympus optical microscopefgsi grid of 1mrhadapted to the ocular.
The number of cells was expressed in cellsfm@D1d cells were counted only in

epithelium.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using GraphR&hP4 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). The results were expressed as mestandard deviation. Comparisons

between groups were made with non-parametric (M&hitney and Kruskal-Wallis) and



100

parametric (ANOVA) tests. Statistical significanemas assigned to p< 0.05. Correlations

between variables were analyzed using Spearmarcoaiicient.

Results

Immunohistochemistry

Cell markers

The number (mear s.d.) of positive cells/mfin each clinical form is shown in
Table 1. T CD45RO+ lymphocytes were the predomiraait in all clinical forms. The
number of CD45ROT, CD4 T, CD8 T and CD20 B lymphocytes cells was significantly
lower in DCL than in LCL (p<0.05). Between MCL ah€L, significant differences were
observed in CD1a and CD15 expression. Clxkdls were more frequent in LCL and CD15
cells in MCL. DL and LRC were not compared with tt@er clinical forms because of the
limited number of cases. In foreign-body granulont@ number of CD45R0OT, CD4 T,
CD8" T and CD20 B lymphocytes was significantly lower when compghreith LCL. In
HIV-positive patients, the number of Cbdells was 732 and 460 cells/mrin samples of

MCL and DL, respectively.

Foxp3

Foxp3 cells were observed in 39.5% (32/81) of the sampl&e number of lesions
with positive cells, according to the clinical formas as follows: LCL (19/59), MCL (6/14)
DCL (5/5), DL (1/2) and LRC (1/1).As shown in Table the number (meat s.d.) of
positive cells was low in all the clinical formsigR2a). In DCL, the number (means.d.) of

Foxp3 cells was significantly higher when compared wi@L (p=0.03) (Fig 3). DL showed
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the higher number of Foxp3ells, but was not compared with the other clinicams
because of the limited number of cases. A variaitionumber of positive cell was obtained
between the samples in the same clinical form: LOE190 cells/mrf), MCL (0-70
cells/mnf), DCL (3-30 cells/mrf), DL (0-64 cells/mrf). There was no correlation between
the number of Foxp3cells and both duration of the lesions and ageatients. No significant
difference was observed in expression of Foxp3 éetwsamples of patients with positive
and negative parasitologic teke{shmaniaspecies on histopathological examination, culture
or smears). No Foxp3cell was observed in foreign-body granuloma. Invipbsitive
patients, the number of Foxp8ells was of 22 cells/mfrand 12 cells/mfin MCL and DL,

respectively.

Apoptotic markers

A positive correlation was observed between theresgion of Foxp3 and active
caspase 3 in LCL and MCL (r=0.61; p<0.0001) (Fig Apoptotic cells (active caspasé) 3
were observed in 49.33% (37/75) of the samples.nimber of lesions with positive cells,
according to the clinical form, was as follows: L(28/53), MCL (6/13) DCL (1/6), DL (1/2)
and LRC (1/1).As shown in Table 1, the number (meard.) of positive cells was low in all
the clinical forms (Fig 2b). The higher expressioh active caspase 3 (7.20 + 14.82
cells/mnf) was observed in LCL. FasL was expressed in alipses of all clinical forms
mainly in mononuclear cells of inflammatory infdte. The higher number (means.d.) of
positive cells was observed in LCL (337.14 +300c4lls/mnf). A positive correlation was
observed between the expression of active caspas®l FasL in LCL and LCM (r=0.43;
p=0.001; n=54) (Fig 5). In foreign-body granulorappptotic cells were observed in only one

of the six samples and the expression of FasL vwgasfisantly lower than in LCL. In HIV-
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positive patients, the number of positive cellsdotive caspase-3 and FasL was, respectively,

2 and 136 cells/mfrin MCL and 4 and 144 cells/nfrim DL.

Discussion

The diversity in clinical presentation of ATL istdemined mainly by the immune
response of host. So, our aim was to evaluatentbiu expression of Foxp3 in lesions of the
different clinical forms of ATL. To better charagtee this expression, we also performed an
identification of cell types found in inflammatonyfiltrate. DCL was the clinical form more
different from the others with regard to the expr@s of cell markers. In present and in
previous studies, a significant lower number of GR®" T, CD4" T, CD8 T and CD20 B
lymphocytes cells was observed in DCL when compwiigu LCL 2

We demonstrated FoxpZells in lesions of all clinical forms but the nbem of
samples with positive cells and the mean of pasitells were low in all them. Similar results
were obtained in recent researches that analyzeBdkp3 expression jmeripheral bloodnd
in skin lesions infected with braziliensisand L amazonenstd3'®. In contrast to clinical
forms, in foreign-body granuloma, no FoxXpll was observed. The absence of Fox8Is
may be explained by the decreased number of T te#s constitute the inflammatory
infiltrate in foreign-body granuloma. In normal skithe presence of Treg cells was
demonstrated in some studies but not in otherdaiy also because of the low number of
infiltrating T cell in the tissué"?2 In blood ofhealthy subjectsTreg cellsrepresent only 5-
10% of peripheral CD4T cell.

One aspect that must be emphasized is that Foxpi@ssion was not found in all
lesions and the number of positive cells was véiab lesions from the same clinical form.
As in our study, this variation in number of Foxp&lls was observed in recent study

involving lesions infected with braziliensid®. In other skin inflammatory conditions and in
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normal human skin also a large variation in thejdiency of Foxp3T cells was obtainetf.
To try explaining these differences, we correldtezlexpression of Foxp3 with age of patient
and duration of the lesion, but no association elzerved.

Even presenting a significantly lower number of CO4cell, DCL showed a higher
number (mear s.d.) of Foxp3 cell when compared with LCL and MCL. In other ictieus
diseases, an increased number of FOXSs been associated with suppression of immune
respons&*2 Considering this, our results may suggest trattgher number of Treg cells in
DCL may also be associated to the hyporesponsigenbserved in this clinical form.
However, is not clear if this increased Foxp3 egpi@n is cause or consequence of the
excessive Th2 response.

In samples of our HIV-positive patients, the numib&rCD4" and the number of
apoptotic cells were lower than the mean obsermedamples of MCL and DL of HIV-
negative patients but Foxp8ells were present in these samples. In MCL, tinabrer of
Foxp3 was until higher than in HIV-negative patientseTesults about the role of Treg cells
in HIV-positive patients are contradictory, butrthés evidence that these cells can suppress
effector cell response against the VifusClinical manifestations of ATL in HIV-infected
patients are diverse and depend on immunologiealst Multiple cutaneous lesions and
mucosal involvement are very common in these peief??’ Our patients, in agreement
with previous results, presented clinical forms ensevere (MCL and DL).

Previous publications demonstrated that, in lesimassed by..(V.) brasiliensisand
L.(L.) amazonensjsTreg cells secret IL-10 and suppress proliferatiand cytokine
production of effector T cells. Other mechanisnmacfion of regulatory T cells that has been
described is apoptosis of effector T &1l In present study, a positive correlation between
active caspase 3 and Foxp3 expression was obsentgdl. and MCL, suggesting that the

apoptosis may be a possible mechanism of actidioxp3 regulatory T cell in these clinical
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forms. Besides this, the higher expression of Fasdl the positive correlation between the
expression of caspase and FasL obtained in LCLM@H suggest that extrinsic pathway
may be at least one of the involved mechanismpapt@sis of ATL.

In conclusion, the differences observed in Foxp@ession between different clinical
forms and even inside the same one suggest thgtcetks may to influence the evolution of
the lesions. Further studies are, however, requoathderstand the mechanism of action of
these cells since knowledge about Treg cell functi@y be applied in development of novel

therapies.
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Tablel — Number of positive cells/ninfor cell markers in control, LCL ( localized cutanus leishmaniasis) MCL( mucocutaneous
leishmaniasis), DCL( diffuse cutaneous leishmasjaBL(disseminated leishmaniais) and LRC( readiwtis leishmaniasis).

markers control DCL LCL MCL DL LRC
meant s.d. meant s.d. meant s.d. meant s.d. meant s.d. number
CDla 100 £55,13 46,66 + 31,74 122,12 +57,52 12} 25,92 176 +0 64
CD8 121,33 £59,74 486,28 + 346,67 1081,31 +8@6¢ 871,73 +414,16 746 +523,25 109p
CD4 116,66 +44,94 263,33 +126,85 765,96 +305|5849,25 +482,53 483,5+504,17 864
CD45RO 224 +49.31 828 + 358,27 1660,72 +344,13600 +678,08| 1172+ 831,55 168
CD20 44,8 + 14,53 96 +89,19 373,17 £279,43 888+ 270,80, 240 + 203,65 36
CD15 53,33+65,12| 89,71+ 53,40 131,46 + 98,83 448,61 +477(60 B 48
CD68 88 +34,87 573,71 +150,14 476 + 258,98 Bh4: 362,76] 534 + 330,93 300
FasL 56 + 28,17 220 + 310,2 337,14 £300,40 223,225;86 108 + 16,97 120
Caspase 0,33+0,81 05+1,22 7,20 £14,82 4325 2+2,82 14
Foxp3 0 12,6 + 10,28 9,67 £27,91 9,35+ 18,77 IBL5 2
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Fig 1 Demonstration of manual counting of the positiediscon the computer monitor using image analysis
software (Unbvision)
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Fig2.Expression of Foxp3 (a) and active caspase Dybjmmunohistochemistry. Positive cells are indécaby
brown staining. Original magnification, x1000 fagdre (a) and x 400 for (b).
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Fig 3 Number of Foxp3 cells in LCL, DCL and MCL. In DCL, the means.d of Foxp3 cells (indicated by
horizontal bar) was significantly higher when comgaawith LCL (p<0.05).
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Fig 4 Correlation between the expression of active s and Foxp3 in LCL and MCL. There was a
significant positive correlation (r=0.6185, p=0.000=64).
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Fig 5 Correlation between the expression of FasL angleacaspase 3 in LCL and MCL. There was a significa
positive correlation (r=0.4361, p=0.001, n=54).
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APOPTOTIC MARKERS IN AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANASIS

IMPORTANCE OF THE EXPRESSION OF APOPTOTIC MARKERS DIFFERENT

CLINICAL FORMS OF AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASE

FABIANA P. CARNEIRO, ALBINO V. DE MAGALHAES, MARIOA. P. MORAES,
ISABEL I. R LEAL, VERONICA M. G. FURTADO, CARMEN DR. DE PAULA, MARIA
DE JESUS A. A. COUTO, GILCILENE M. DOS SANTOS.
Department of Pathology and Dermatology, Universitirasilia, Brasilia, Brazil;
University of Maranhéo, Brazil.

Abstract

Considering the importance of apoptosis in modoiatf the immune response, we
evaluated the immunohistochemical expression optgpia markers (active caspase 3, Bcl-2,
Bak, Bcl-X and FaslL) in lesions of the differentnatal forms of american tegumentary
leishmaniasis (ATL): localized cutaneous leishmsisigLCL), leishmaniasis recidiva cutis
(LRC), disseminated leishmaniasis (DL), mucocutaseleishmaniasis (MCL) and diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL). Apoptotic (activepese 3 and Fasl cells were more
frequent in LCL and a significant positive corredat between the expression of active
caspase 3 and FasL was observed in this clinical.fés LCL is the clinical presentation
characterized by self-healing evolution, our datggest that the Fas/FasL pathway may be
important in clinical evolution of the lesions inTA. The expression of Bcl-X in amastigote
forms of L.(V.) brasiliensisand L.(L.) amazonensisuggests a possible existence of
“counterparts” or “homologues” of the Bcl-X obsedvin mammalian cells, but this finding

must be investigated by other methods.
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INTRODUCTION

American tegumentary leishmaniasis (ATL), widelyesm in most countries of Latin
America, is a parasitic protozoa disease causeskbgral species of the genusishmania
Depending on the species of the infectibgishmaniaand host cell-mediated immune
response, a spectrum of clinical manifestations rdayelop, varying from self-healing
localized cutaneous leishmaniasis (LCL) to moreeee¥orms such as leishmaniasis recidiva
cutis (LRC), disseminated leishmaniasis (DL), mutaneous leishmaniasis (MCL) and
diffuse cutaneous leishmaniasis (DCE).In Brazil, Leishmania (Viannia) braziliensis the
main etiologic agent of localized cutaneous leishiais (LCL) and mucocutaneous
leishmaniasis (MCL) whild_eishmania (Leishmania) amazonengiedominates in diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL).eishmania sgs an obligate intracellular parasite and the
immune response of host is mediated mainly by TDdells*>

Apoptosis is basically mediated by intrinsic andriesic pathways that result in
activation of the caspase cascidée intrinsic apoptotic pathway is regulated by tialance
of pro-apoptotic and anti-apoptotic members of Boé2 (B-cell lymphoma 2) family. The
extrinsic apoptotic pathway is triggered by signalmanating from cell surface death
receptors that are activated by ligands such ak EB95 ligand). Apoptosis mediated by
Fas/FasL pathway is critically involved in the alation of mature lymphocytes, limiting the
immune response.

Apoptosis plays an important role in the immunopgtnesis of several parasitic
disease&'° Not only the cells of immune system but also tlaapites are subjects to
programmed cell death (PCB)In animal model, Fas/FasL system appears to Entskto
resistance to infection caused bymajor.*>** It has been shown that infected macrophages

upregulate the surface expression of Fas in regpmn#-Ny and they may thereby become
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susceptible to apoptosis upon interaction with IT egressing FasL. However, few data are
available regarding the relevance of apoptosislimcal course of lesions of ATL. The
involved mechanisms and the importance of apoptoslseishmaniaspecies are also still
unclear** Considering the importance of apoptosis in thedutation of the immune
response, our aim was to determine the express$iapaptosis-related proteins in lesions of
the different clinical forms of ATL and to corredathis expression with histopathological

findings and cell population in lesions.

MATERIALSAND METHODS

Biopsy samples. We analyzed 95 biopsy samples from 95 patients &L (76 men
and 19 women; age range, 3-78 years). The inclusitteria were based on clinical and
laboratory findings: immunologic tests (positive Menegro skin test and positive anti-
Leishmania antibodies in serum) and parasitological testeishmania species on
histopathological examination, culture or smeaf$)e punch biopsy samples (about 4mm)
were obtained from the border of active lesiongrpo institution of the therapy, and they
were divided according to the different clinicalkegentations of ATL: LCL (n=68), MCL
(n=16), DCL (n=7), DL (n=3), LRC (n=1). The mears4. of age (in years), according to the
clinical form, was as follows: 37.85 (+16.87) in L(50.75 (£16.43) in MCL, 34.85 (+20.56)
in DCL and 38.33 (¥5.13) in DL. In LRC, the patiamas 40 years old. The mean = s.d. of
lesion duration (in months), according to cliniéatm, was as follows: LCL (9.27+ 14.71),
MCL (40.25+35.64) DCL (63.33+51) and DL (4.5 £ 49% LRC, lesion duration was of 3
months. Two of the 95 biopsy samples were from Idbéitive patients (classified as having
AIDS) presenting DL and concomitant MCL (MCL withueous and cutaneous involvement
simultaneously). These biopsy samples were analgsgrhrately from samples of HIV-

negative patients.
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The patients with LCL and MCL were from areas where(V.) braziliensisis
prevalent while patients with DCL acquired the ds® in endemic areas &f (L.)
amazonensi§ The species ofeishmaniahad already been identified previously in biopsy
sample of 21 patients by polymerase chain readtiof\/.) braziliensisvas isolated in sixteen
patients presenting LCL and in one presenting HD/¢positive patient)L. (L.) amazonensis
was identified in 3 patients presenting LCL andoine presenting LCM HIV-positive
patient).

As normal skin samples present minimal inflammaiafiftrate, six samples of skin
biopsies with foreign body granulomas (suture wiveje used as controls.

This work was approved by the Ethical Committee Human Research from

University of Brasilia.

Histopathology. The biopsy samples were formalin fixed, embeddeparaffin and
tissue sections were stained with hematoxylin asing(HE).

Qualitative analysis of histopathological findinghe presence of alterations in
epithelium (hyperplasia and ulceration) and in dsfiamina propria (necrosis, fibrosis,
granuloma, multinucleated giant cell, vacuolatedcrophages and amastigote forms of
Leishmanid was analyzed.

Immunohistochemistry. We used the streptavidin-biotin-peroxidase method.
Silanized slides containing formaline-fixed andgfain-embedded sections of biopsy samples
were submitted to immunohistochemistry for detectib markers of cell subtypes (CD45RO
T lymphocytes, CD4T lymphocytes, CD8T lymphocytes, CD20B lymphocytes, CD68
macrophages, CDISeutrophils, CDTalLangerhans cells) and markers of apoptosis (active
caspase 3, Bcl-2, Bak, Bcl-X and FaslL). The primaantibodies used in

immunohistochemical reactions were: CD45RO (1:1DAKO Corporation, CA, USA),
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CD4 (1:80; Thermo scientific, CA, USA ), CD8 (1:8DAKO Corporation, CA, USA) ,
CD20 (1:80; DAKO Corporation, CA, USA), CD68 (1:8DAKO Corporation, CA, USA),
CD15 (1:100; DAKO Corporation, CA, USA), CD1a (1;8DAKO Corporation, CA, USA),
active caspase 3 (1:80; Cell Signaling, MA, USALI-B (1:80; DAKO Corporation, CA,
USA), Bak (1:80; DAKO Corporation, CA, USA), Bcl-XL:80; DAKO Corporation, CA,
USA) and FasL (1:80; Thermo scientific, CA, USAnrhunohistochemistry was carried out
as follows: antigen recovery, blockade of endogsentissue peroxide, incubation with a
primary antibody, incubation with a secondary awdip and incubation with the streptavidin-
biotin-peroxidase complex (LSAB+ DAKO, A/S Denmah690). All reactions were
developed using a diaminobenzidine chromogen swiuiDab substrate chromogen system-
K3466) and counterstaining was performed with Kahématoxylin. Tonsil sections were
used as controls. Cells marked in brown were censdlpositive.

Quantitative analysis of cell population. The numbé CD45RO T lymphocytes,
CD4" T lymphocytes, CDBT lymphocytes, CDZ0B lymphocytes, CD68 macrophages,
CD15" neutrophils, FasLcells and Bcl-2 cells was determined counting cells in captured
images using an optical microscope coupled to arcabeo camera. For each marker, two
randomly chosen fields at a 400x magnification (48®rs and 10x ocular-Zeiss optical
microscope) were analyzed. The area of each captimage was of 0,0432nfmThe
counting of the positive cells was done manuallytlo® computer monitor using an image
analysis software (Unbvision). CD1and active caspasé-Zells were counted in 16
randomly chosen fields at a 400x magnification (4€xs and 10x ocular-Olympus optical
microscope) using a grid of 1ninadapted to the ocular. The number of positivesceths
expressed in cells/minCD14 cells were counted only in epithelium. Bcl-4nd Bak cells

were not counted.
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Statistical analysis. Statistical analysis was performed using GraphPadmP4
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The resulire expressed as meastandard
deviation. Comparisons between groups were madenuih-parametric (Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis) and parametric (ANOVA) tests. Sséittal significance was assigned to p<

0.05. Correlations between variables were analysath Spearman rank coefficient.

RESULTS

Histopathology

In all samples of the clinical forms, an inflammataonfiltrate (discrete to intense)
consisting predominantly of mononuclear cells waseoved. The frequency of the other
histopathological findings is shown in Table 1. cValated macrophages and amastigote
forms of Leishmaniawere present in all samples of DCL. In LCL, MCLdaDL, parasites
were less frequent than in DCL and the other figgithyperplasia, ulceration, granuloma,
multinucleated giant cell, fibrosis and necrosigrevfound in variable frequencies. In LCL
caused by.. (L.) amazonensiamastigotes were found in only one of the threepdas (1/3)
(Table 2) Mononuclear infiltrate was scarce and associatelDD% of samples with fibrosis
and multinucleated giant cells in control. In HI@gitive patient with MCL, mononuclear
infiltrate, hyperplasia, ulceration, granuloma, timucleated giant cell, necrosis and
amastigotes were observed; the sample of DL predeoably mononuclear infiltrate and

amastigotes.

I mmunohistochemistry
The number (meas s.d.) of positive cells/mfifor cell markers, in each clinical form,
is shown in Table 3. T CD45RAymphocytes were the predominant cells in all ichih

forms. The number of CD45ROr, CD4 T, CD8 T and CD20 B lymphocytes cells was
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significantly lower in DCL than in LCL (p<0.05). Bause of the limited number of cases, the
LCL caused by.. (L.) amazonensiwas not compared (statistically) with LCL causedLb
(V.) braziliensis and with the others clinical formst begards to the number lyimphocytes,
the LCL caused by.. (L.) amazonensigpproximated more of theCL than of LCD, clinical
form also caused bl. (L.) amazonensiBetween MCL and LCL, significant differences
were observed in CDl1a and CD15 expression. C&hs were more frequent in LCL and
CD15' cells in MCL. DL and LRC were not compared witle thther clinical forms because
of the limited number of cases. In control, the bemof CD45RO T, CD4 T, CD8 T and
CD20" B lymphocytes was significantly lower when compaweith LCL. In HIV-positive
patients, the number of CD4ells was 732 and 460 cells/rhin samples of MCL and DL,
respectively.

Apoptotic cells (active caspasé) 3vere observed in 49.33% (37/75) of the samples.
The number of lesions with positive cells, accogdio the clinical form, was as follows: LCL
(28/53), MCL (6/13) DCL (1/6), DL (1/2) and LRC @/As shown in Table 3, the number
(meanz s.d.) of positive cells was low in all the clinidarms. The higher expression of
active caspase 3 (7.20 + 14.82 cellsfhmas observed in LCL (Figurelf). There was no
correlation between the expression of caspase aratioh of the lesion. Active Caspase 3
cells were found mainly adjacent necrosis areasg. filmber of apoptotic cells in samples
with necrosis (12.57+18.22 cells/ymwas significantly higher when compared with the
number in samples without necrosis (2.78+7.56 fef¥) (p<0.0002). In epithelium,
apoptotic cells were occasionally found. A posito@relation was observed between the
expression of active caspase 3 and FasL (r=0.420069; n=43) in LCL (Figure 2).

FasL was expressed in all samples of all clinioainfs mainly in mononuclear cells of

inflammatory infiltrate. Plasma cells expressedorsgty FasL in a paranuclear staining
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(Figure 1c, 1d). The higher number of positive £&lias observed in LCL (337.14 +300.40
cells/mnf).

Bcl-2 stained the mononuclear cell of inflammatanfiltrate of all samples.
Vacuolated macrophages and epithelioid granulomae wesgative (Figure la, 1b). In
epithelium, scarce positive cells were found. Theghér number of positive cells was
observed in LCL and MCL (595.83+276.58 e 632.06+8B0cells/mrf, respectively). A
positive correlation was observed between the asgpgye of Bcl-2 and lymphocytes
(CD45R0T, CD4', CD8', and CD20).

Bcl-X expression was observed in epithelium, in omuclear cells of the
inflammatory infiltrate and in amastigotes (Figure). Bak presented a strong and diffuse
positivity in epithelium and in all cells of inflammatory infiltrate of the dermis/lamina propria
and, because of this, the number of positive ealls not quantified.

In control, apoptotic cells were observed in onleoof the six samples and the
expression of Bcl-2 and FasL was significantly lowean in LCL.

In HIV-positive patients, the number of positivdlgdor active caspase-3, FasL and
Bcl-2 was, respectively, 2, 136 and 792 cellsfmimMCL and 4, 144 and 504 cells/min
DL.

DISCUSSION

Apoptosis has been considered essential in regalati immune response in several
parasitic diseasés''® In ATL, parasites induce a variety of clinical geatations in hosts
modulated by their immune systérh. In order to better understand the role of apdgtivs
determine the clinical forms of ATL, we analyzeck tbxpression of apoptotic markers in
lesions. To better characterize this expressiorgala@ performed a histopathological analyzes
and an identification of cell types found in inflamatory infiltrate of the lesions. Our

histopathological findings and cell types found evém accordance with those of previous
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researche® "2 DCL was the clinical form more different from thethers, presenting
macrophages vacuolated with abundant amastigoteall itesions and significant lower
number of T cell when compared with LCL.

In present study, apoptotic cells were not foundlisamples and the number (mean
s.d.) of positive cells was low in all clinical gentations. This difficulty to identify apoptotic
cells occurs because, different from necrosis, &3 is characterized by rapid elimination
of individual cells, which are often phagocytosedracrophages without inflammatioh.
Previous study, analyzing apoptosis in tubercu)adso obtained a low number of apoptotic
cells in lesiong?

The presence of necrosis in lesions of LCL may be of reasons for the higher
number of apoptotic cells in this clinical form,nee apoptosis was significantly more
frequent in samples with necrosis when comparedh wamples without necrosis. The
association between necrosis and apoptosis hasdglteeen demonstrated in tubercul@sis.
The higher number of apoptotic cells observed ik a0 may be explained by the higher
expression of FasL and by the significant positbegrelation between the expression of
caspase and FasL obtained in this clinical forme Tilgher number of apoptotic and FasL
cells in LCL, clinical form characterized by spamaus resolution, is in accordance with
previous studies that demonstrated that the rasolof lesions induced blyeishmania major
in mice requires the pathway Fas/FasThese results also suggest that apoptosis may be
important to determine the clinical form of theeadise.

FasL was expressed in mononuclear cells of inflatorganfiltrate, mainly in plasma
cells. Previous study demonstrated, by immunohi&ogstry, that plasma cells are the main
producers of FasL in the normal peripheral immuystesn®* Similarly to this previous study,
we found a strong and predominantly paranucleanistpin plasma cells, a pattern most

likely representing the Golgi compartment that |ggg that plasma cells may release soluble
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FasL. Recent study demonstrated that soluble Fasl b less efficient in inducing apoptosis
than membrane-bound FasL and, in circumstancesilstllefined, even block apoptosis
mediated by membrane-bound F&3lThus, plasma cell as prominent producers of FasL,
may be a yet underestimated regulator of immuneoreses.

As an immune evasion mechanism, other infectiomt@agguch as mycobacterium and
human immunodeficiency virus (HIV) have been shaavimcrease the expression of FasL on
infected macrophages that can induce apoptoskeifras-expressing lymphocyté$°in our
study, however, macrophages containing high numbkeemnastigote forms dfeishmania
did not over-express FasL. These vacuolated maaggshand also the epithelioid granuloma
expressed Bak but not Bcl-2 and Bcl-X. This unbedanf pro-apoptotic and anti-apoptotic
members of the Bcl-2 family also was observed ibetaulosis and may render the
macrophages and granulomas sensitive to apoptdsisever, the expression of the other
members of Bcl-2 members will be necessary to deter if intrinsic pathway favor or not
apoptosis.

Clinical manifestations of ATL in HIV-infected pahts are diverse and depend on
immunological status. Multiple cutaneous lesiond arucosal involvement are very common
in these patients:?®?” Our patients, in agreement with previous resyitssented clinical
forms more severe of ATL (MCL and DL). In theseigats, the number of CD4and
apoptotic cells was lower than the mean observedamples of MCL and DL of HIV-
negative patients.

Apoptosis leading to keratinocyte death and ulcemahas been described in other
cutaneous diseases such as toxic epidermal neisralyd Steven-Johnson syndroffié’ In
ATL, as observed in our study, ulcerated lesiomsaserved mainly in LCL and MCL. As
apoptosis and FasL expression were more frequetiteise clinical forms when compared

with DCL, there is a possibility that apoptosis n@pntribute to ulcer formation in lesions.
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Recent study proposed that FasL-expressing effélctoells and macrophages may act to
induce apoptosis and ulcer formation in Fas-exprgs&eratinocytes during.. major
infection®® In this previous study, the number of TUNEL (temali deoxynucleotidyl
transferase—mediated dUTP nick-end labeling) pasitells in biopsies from active lesions
was higher as compared to healing or control sestitn our study, in HE sections and in
stained sections with active caspase 3, scarcet@popells were observed in epithelium
adjacent ulceration. Thus, we could not concludeualthe role of the apoptosis in ulcer
formation. One aspect that must be emphasizedais TWNEL has become a widespread
modality for the identification of apoptosis in dige sections, but it should always be
evaluated in association with morphologic critegiad expression of apoptotic markers to
avoid false positive staining.

The notion that a mechanism of PCD, similar to apsip, might exist in unicellular
organisms has been a matter of controversial dssmudut this idea is now widely accepted.
In several protozoan species, this death processh@acterized by changes in cell
morphology, DNA degradation, phosphatidylserine asype, changes in mitochondrial
membrane potential, activation of proteases amajl¥i, plasma membrane permeabilization
32 However, the mechanisms that regulate this psoeesl the proteins involved are still
largely unknown. Genes that might code for protesmsilar to those mainly involved in
regulating apoptosis in higher eukaryotes, e.g. bemof the Bcl-2 family and caspases,
have not revealed. However, recently distant caspamologues, termed metacaspases, were
identified by sequence analy3ésBesides this, it was demonstrated that transfieabif L.
infantumpromastigotes with the gene sequence coding foiXBmlotects the parasites from
heat-induced cell death. In our study, the expoassf Bcl-X in amastigote forms df.(V.)

brasiliensis and L.(L.) amazonensisuggests a possible existence of “counterparts” o
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“homologues” of the Bcl-X observed in mammalian Igelbut this finding must be

investigated by other methods to dispose the hyswdlof cross reaction.

In summary, the differences observed in expressi@poptotic markers in lesions of
the clinical presentations make evident the invelgat and importance of apoptosis in
evolution of the lesions in ATL. As targeting apoit cell death pathways may provide wide
ranging opportunities for the discovery and develept of novel drugs, further investigation

will be necessary to answer many questions thgpeesist.
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Table 1 — Frequency of histopathological findings in cohtind in different clinical forms of
ATL: LCL (localized cutaneous leishmaniasis), MG@h(@cocutaneous leishmaniasis), DCL
( diffuse cutaneous leishmaniasis), DL (dissemuhé&eshmaniais) and LRC

(recidiva cutis leishmaniasis).

histopathological | findings control DCL LCL MCL DL LRC
Epithelial hyperplasia 33,33% (2/6) 16,66% (1/6) ,1946 (64/68)  80% (12/15)  100% (2/2) 0/1
ulceration 16,66% (1/6) 16,66% (1/6) 36,76% (25/68§3,33 % (11/15) 0 (0/2) 11
necrosis 0 (0/6) 0 (0/7) 32,35% (22/68)  53,33%%p/1 100% (2/2) 1/1
fibrosis 100% (6/6)  42,85% (3/7) 0 (0/68) 20% (3/15 0 (0/2) 0/1
vacuolated macrophages 0 (0/6) 100% (7/7) 7,3588)5/ 0 (0/15) 0 (0/2) 0/1
granuloma 0 (0/6) 0 (0/7) 54,41% (37/68)  53,33%%8/ 50% (1/2) 0/1
multinucleated giant cell 100%(6/6) 0 (0/7) 42,602%/68) 40% (6/15) 50% (1/2) 0/1
amastigotes 0 (0/6) 100% (7/7)  36,76% (25/68)  13,33% (2/15) %5Q/2) 0/1

Table 2 — Frequency of histopathological findings in LGboalized cutaneous leishmaniasis)
according to the species akishmania.

histopathological | findings LCLLE.(V.) braziliensis LCL- L.(L.) amazonensis
Epithelial hyperplasia 15/16 (93,75%) 3/3 (100%)
ulceration 4/16 (25%) 1/3 (33,34%)
necrosis 6/16 (37,5%) 2/3 (66,67%)
fibrosis 0/16 (0%) 0/3 (0%)
vacuolated macrophages 1/16 (6,25%) 0/3 (0%)
granuloma 9/16 (56,25%) 3/3 (100%)
multinucleated giant cell 5/16 (31,25%) 213 (66,§7%

amastigotes 5/16 (31,25%) 1/3 (33,34%)




Table 3 — Number of positive cells/mfior cell and apoptotic markers in control, LCL
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(localized cutaneous leishmaniasis), MCL( mucocenas leishmaniasis), DCL(diffuse

cutaneous leishmaniasis), DL(disseminated leishas#s)iand LRC (recidiva cutis

leishmaniasis).

markers control DCL LCL MCL DL LRC
meant s.d. meant s.d. meant s.d. meant s.d. meant s.d. number
CDla 100 +55.13 46.66 +31.7¢ 122,12 +£57.52 .12k 25.92 176 +0 64
CD8 121.33+£59.74 486.28 + 346.67 1081.31+426(8871.73 +414.16 746 +523.25 1092
CD4 116.66 £ 44.98 263.33 +126.65 765.96 + 305/5649.25 + 482.52] 483.5 +504.1 864
CD45RO 224 +49.31 828 + 358.27| 1660.72 + 344,13 0016678.08 | 1172 + 831.51 168Q
CD20 44.8 +£14.53 96 £ 89.19 373.17 £279.43  408.330.80 240 + 203.65 36
CD15 53.33 £ 65.12 89.71 +53.44 131.46 +98.83 8.8U+ 477.60 108+ 0 48
CD68 88 +£34.87 573.71+ 150.1# 476 + 258.98 654.862.76 534 + 330.93 300
Bcl-2 113.33+34.09 249.6+144.6 595.83+276.58 63£336.41 232+11.31 324
FasL 56 +28.17 220 +310.2 337.14 £300.40  223.333:86 108 +16.97 120
Caspase 0.33+0.81 05+£1.22 7.20 +£14.82 43825 2+282 14

Table 4 — Number of positive cells/mnfor cell and apoptotic markers in LCL

cutaneous leishmaniasis) according to the speti¢®ishmania.

(lozead

LCL - L.(V.) braziliensis

LCL- L.(L.) amazonensis

markers
meant s.d. meant s.d.

CDla 92 + 66,24 n=8 176 0 n=2
CD8 1186,4 = 370,56 n=15 1112 + 159,80=3

CD4 787,42 + 315,33 n=7 576 £ 0 n=1
CD45R0O 1464 £ 0 n=1 1564 + 333, n=2
CD20 378,87 £ 301,05 n=16 344 + 81,68 n=3

CD15 74,4 £ 39,25 n=5 1080 n=1
CD68 414,90 + 271,49 n=4 360 + 33,94 n=2

Bcl-2 506,5+328,70 n=12 480+228,95 n=3
FasL 266,2 +211,43 n=10 120 +113,14 n=2
Caspase 9,30 £ 14,90 n=13 1+3 n=3
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Figure 1 - Expression of apoptotic markers by immunohisémoistry. Positive cells are
indicated by brown staining. (a) Mononuclear celkpressed Bcl-2, vacuolated macrophages
were negative (arrow). (b) Mononuclear cells expedsBcl-2, granuloma was negative
(arrow). (c)FasL- positive plasma cells adjacesteapidermis. (d) paranuclear staining of
FasL in plasma cell (arrows). (e) Bcl-x was expedss amastigote forms akishmania
(arrow).(f) Apoptotic cells (active caspasg B LCL. Original magnification, x400 for

figures a, b, ¢, f and x1000 for d, e.
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Figure 2 - Correlation between the expression of FasL anweactispase 3 in LCL. There

was a significant positive correlation (r=0.49, B39, n=43).
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