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RESUMO
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € causada por protozoarios do género
Leishmania. E transmitida pela picada de insetos do género Lutzomyia. Em regides do Brasil,
como no Rio de Janeiro, é causada pela L. braziliensis. Duas formas clinicas principais sdo
descritas: leishmaniose cutanea e mucosa. A maior parte dos casos humanos é constituido de
lesbes cutdneas. Contudo, apesar da baixa frequéncia de lesbes mucosas, a extensao da
destruicdo tecidual e a frequéncia de resisténcia ao tratamento tornam dificil acompanhamento
dos pacientes. Os tipos celulares que compdem o ambiente das lesdes podem apresentar
envolvimento determinante na infeccdo, como ja descrito em outros modelos de
compartimentalizacdo da resposta imune. Estudos indicam a necessidade de detalhamento do
microambiente para estabelecer o quadro imunopatologico das lesGes. Assim, o estudo das
lesbes mucosas da LTA pode contribuir para a compreensdo da dindmica da infec¢cdo. Com o
intuito de verificar a composi¢do do infiltrado inflamatdrio presente nas lesdes mucosas de
LTA, nés examinamos biopsias de 20 pacientes de leishmaniose mucosa (12 com lesdes
nasais e 8 com lesbes orais), assim como 20 doadores clinicamente sadios (10 biopsias de
mucosa oral e 10 de mucosa nasal). Os fragmentos de mucosa foram analisados por
imunohistoquimica, usando anticorpos monoclonais capazes de reconhecer: diferentes
subpopulacdes celulares (CD3, CD4, CD8, CD22, CD68, elastase neutrofilica, CD1a) e
marcadores de inflamacdo (CLA, Ki67, Bcl-2, NOS2, CD62E, Fas, FasL). As lesbes
apresentavam reacdo inflamatdria constituida principalmente de células T e macrdfagos.
Também se observava uma associacao entre expressdo elevada de NOS2 e reduzido nimero
de parasitas, indicando a importancia da NOS2 na eliminacdo de parasitas. Os resultados
demonstram que a reacdo inflamatdria presente na leishmaniose mucosa é semelhante seja no
sitio de lesdo oral ou nasal, apesar da tendéncia de ser mais intensa nas lesdes orais. A
comparagdo das lesdes com tecidos considerados sadios demonstrou 0 aumento significante
da concentracdo de células inflamatorias nas lesdes. Celulas inflamatorias residuais estavam
presentes nos tecidos considerados sadios. Este achado poderia ser o resultado da agressdo
continua por agentes infecciosos e por microtraumatismos, ja que a mucosa é considerada
uma das barreiras do nosso organismo. Parasitas foram mais detectados nas lesbes orais. Ja
que pacientes com lesdo oral tém tendéncia ao diagndstico precoce se comparado aos casos de

lesdo nasal, a maior presenca de parasitas poderia ser conseqiiéncia do tempo de evolucéo.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a disease caused by protozoans of the genus
Leishmania. It is transmitted through the bite of insects of the genus Lutzomyia. In most parts of
Brazil, as the Rio de Janeiro State, the infection is caused by L. braziliensis. Two main clinical forms
are described: cutaneous and mucosal leishmaniasis. Most of the human cases are in cutaneous
lesions. However, despite the low frequency mucosal lesion, the magnitude of the tissue destruction
and the resistance to the treatment result in a difficult following up of the patients. The nature of cells
comprising the lesion environment may play a determinant role in this infection, as it has been
described for other models of compartmentalization of the immune response. Studies have indicated
the need for detailed investigation of the lesion microenvironment in order to establish the
immunopathological picture of the infection. Thus, the study of ATL mucosal lesions might contribute
to the understanding of the dynamics of the infection. In order to verify the composition of the
inflammatory reaction present in mucosal lesions of ATL patients, we examined biopsies obtained
from 20 patients suffering of mucosal leishmaniasis (12 with nose lesion and 8 with oral lesion), as
well as 20 health donors (10 oral mucosa and 10 nasal mucosa). The mucosal tissues were analyzed by
immunohistochemistry, using antibodies which recognize different subpopulations of cells (CDS3,
CD4, CD8, CD22, CD68, neutrophil elastase, CD1a) and inflammatory markers (CLA, Ki67, Bcl-2,
NOS2, CD62E, Fas, FasL). The lesions presented an inflammatory reaction mainly consisting of T
cells and macrophages. It was also observed an association between high NOS2 expression and
reduced numbers of parasites, highlighting the importance of NOS2 in the elimination of parasites.
The results demonstrated that the inflammatory reaction present in mucosal leishmaniasis is similar in
nasal and oral mucosa, despite the tendency to be more intense in oral lesions. Moreover, the
comparison of lesions and health tissue showed a significant increase of inflammatory cells in the first
group. However, it was detected some inflammatory reaction in the named health tissues. These data
could be the result of a continuous aggression by infectious agents and micro lesions, since mucosa is
considered an immunological barrier to infections and trauma. In addition, parasites were more in oral
tissues. Sice the patients having oral leishmaniasis have the tendency to frequently be diagnosed earlier

than those ones having nasal lesion, the presence of parasites could be the result of lesion evolution.

Keywords: American Tegumentary Leishmaniasis; Mucosal leishmaniasis; Cellular immune

reponse in-situ; Immunohistochemical; Leishmania.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt ettt n sttt en ettt st st 23
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt s st 25
2.1 TECNICAS DE ESTUDO IN SITU: A IMUNO-HISTOQUIMICA........oooveverererereren. 25
2.1.1 Marcadores de caracterizacao fenotipiCa.........c.cvoeriiririinenee e 26
2.1 1L LINTOCIOS T 8 Bttt nne s 26
2.1 1L L LINFOCIEOS T (CD3) cecuieieieiieiiesiieie sttt sttt ene e e e 27
2.1.1.1.2 Subpopulagdes de lINfOCItos T (CD4 € CD8) .....ceovereeiiriiieienienieese e 27
2.1.1. 1.3 LiNTOCITOS B (CD22) .....cciuiiiiiiiiiiiiiiieieeie ettt 29
2.1.1.2 MACrOfagos (CDB8)........cccueiveiiiiesieeie e e esteseeste e sta et e e e e aeenaesreenaeaneesreas 29
2.1.1.3 Polimorfonuclear Neutrofilo (Elastase Neutrofilica) .........cccccceeveviieiiciciieiece, 30
2.1.1.4 Célula de Langerhans (CD1A) .......cccoverierieieriesieeeneeieesie ettt see e sne e anas 30
2.1.2 Marcadores de caracterizacdo funCional............ccooevveiieii i 31
7 O R [ PSSRSO 31
2.0 2.2 CLA ettt ent et et e reeneereene et e re e 33
2.1 2.3 CDB2E ...ttt bbbttt e 33
2.1 2.4 NOS2 ...ttt ettt bbb bt neen e e 33
2.1.3 Marcadores de Regulagdo de Morte Celular-Apoptose.........cccovvverereeieeneneneneennns 34
2.1.3.1 Fas (CD95) —FaSL (CDO5L)......cccueiiieieiesiesiesieseeie ettt ans 35
2.1 3.2 BCl-2 oottt et e reeneene e et e re e 36
2.2 A LEISHMANIOSE E SEU AGENTE ........ocoiiicee sttt 37
2.2.1 ALTA causada por L. BraziliensiS .........ccooueiiiieiieiiiie e 39
2.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO ......ooiiiitereteeesee ettt issssenes st s sessesen s 40
2.4 A ORGANIZACAO DO TECIDO DA MUCOSA ORAL ENASAL .....cocoovvverrrrnien, 41
2.5 SALIVA E ESUS COMPONENTES........cciiiieieieie sttt 45
2.6 A ORGANIZACAO DO SISTEMA IMUNE ASSOCIADO A MUCOSA..........ccccoo...... 48
2.7 ARESPOSTA IMUNE NA LTA o ettt ettt 49
2.8 RESPOSTA IMUNE CELULAR IN SITU ..o 56
2.8.1 ESTUAOS NA PEIE ...t bbb 56
2.8.2 ESTUAOS NA MUCOSA ...e.vveuvieiieiiieiesiiesieeie e sieetesteesteesee e steeseesseesteaneesseesseeseeaseensesneessens 61
2.9 ESTUDOS NO SANGUE PERIFERICO E IN SITU DA MUCOSA EM OUTRAS

DOENGCAS INFECCIOSAS E INFLAMATORIAS ..ot 63
S HIPOTESE ...ttt 69

A OBIETIVOS ... 70



4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS: ..ottt sn sttt 70
5MATERIAIS E METODOS ... oeeeeeeeeeeeeeeeeee e teteeeeeeet e et et eses et et eseseseeesesessnesesenees 71
B.LIMATERIAL oottt ettt st st b e et e et et et et e s re s be b e eneene et e n s 71
5.2 METODO ...ttt 72
5.2.1 Preparacdo dos Fragmentos TeCIAUAIS.........cccevveieiieieiie et 72
IV o 1151 (0] o F-1 (0] (o]0 - LSRR 73
5.2.3 IMUNO-HISTOQUIMICA. .. ..veetieiieieieie sttt 73
5.4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 75
B RESULTADOS ...ttt st be et et e st et et e bestesbeeaeeneeneeneeneas 76
6.1 CARACTERIZAC}AO DOS GRUPOQOS ... 76
6.1.1 LesOes ativas de LTA mucosa nasal € oral .............cccccovevviiiiieiecce e 76
6.1.2 Mucosas nasal e oral clinicamente SAAIAS. ..........cccueriririieriiie e 81
6.2 HISTOPATOLOGIA ...ttt ettt st s be e be et e e ene e 82
6.2.1 LesOes de LTA mucosa nasal € oral ..........ccccooveiiiiiiciic e 82
6.2.2 Mucosas nasal e oral clinicamente Sadias............ccccveveriieriiieieese e 83
6.3 IMUNO-HISTOQUIMICA — LESOES ATIVAS DE LTA E TECIDO CLINICAMENTE
SADIO EM MUCOSA NASAL E ORAL .....coiiciiieiece ettt 85
6.3.1 Lesdes de LTA em mucosa Nasal € 0ral ... 85
6.3.1.1 Perfil quantitativo e qualitativo de macrofagos, linfocitos e neutréfilos (Quadro 4 e
] o1 I SR 85
6.3.1.2 Perfil quantitativo e qualitativo de células de Langerhans (Quadro 4 e Figura 5f)......87
6.3.1.3 Marcadores de inflamacdo (Quadros 4 e 5, Figuras 3,4,5,6,7 e Gréfico 1)................. 88
6.3.2 Mucosas nasal e oral clinicamente SAAIAS...........cccuervrierieere s 99
6.3.2.1 Perfil quantitativo e qualitativo de macrofagos, linfocitos e neutréfilos (Quadro 6 e
] 1 010 1 SR 99
6.3.2.2 Perfil quantitativo e qualitativo de células de Langerhans (Quadro 6) ...................... 101
6.3.2.3 Marcadores de inflamagao (QUAAIOS 6 € 7).....ccuereerieririieie e 101
6.3.3 Comparacao entre lesdo e o tecido clinicamente sadio em mucosa nasal.............. 111
6.3.4 Comparacao entre lesdo e o tecido clinicamente sadio em mucosa oral................. 115
6.3.5 DeteCGA0 dE PAFASITAS .....cveuveteieiiie ittt 119
T DISCUSSAOD ...ttt 120

8 CONCLUSOES. ...ttt 130



REFERENCIAS ...ttt 131

ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO CIENTIFICA E ETICA
DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA PUCRS........o.ccommverrccrennee. 142

ANEXO B - OFICIO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA PUCRS.................. 143
ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FIOCRUZ....144
ANEXO D - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA DA FIOCRUZ ... 145
ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ................ 147
ANEXO F - TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE ............ccovee.. 152

ANEXO G - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CONTROLE SADIO......ccciiiiiii s 153



1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca parasitaria causada
por protozoarios do género Leishmania. E transmitida pela picada de insetos da familia
Phlebotominae, género Lutzomyia, representado por vérias espécies no Brasil. A
infeccdo é prevalente em nosso pais, e apresenta uma variedade de formas clinicas e
tipos de evolucdo, que parecem ser resultantes da associacdo entre a espécie de

Leishmania envolvida e a resposta imune do individuo infectado.

Os pacientes infectados pela espécie L. braziliensis desenvolvem a forma
cutanea, com lesbes ulceradas na pele. Cerca de 3 a 5 % dos individuos infectados
podem evoluir para uma forma secundaria metastatica, com lesbes em mucosas nasal,
oral, faringea e laringea. As lesdes mucosas tém sido descritas como apresentando uma
resposta imune especifica exacerbada, detectada tanto pela Intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM), quanto por respostas in vitro de proliferacdo celular especifica.
Clinicamente, caracterizam-se por destruicdo tecidual intensa, associada a dificuldade
de identificacdo de parasitas. No entanto, aspectos relacionados ao surgimento das
lesBes mucosas e aos mecanismos de resisténcia ao tratamento especifico permanecem
ndo esclarecidos. Parte disto ocorreu porque,devido a falta de um modelo experimental
reproduzindo a doenca humana, especialmente no tocante ao envolvimento mucoso,
estudos mais profundos dos mecanismos imunopatoldgicos, envolvidos na leishmaniose
mucosa, foram sempre um obstaculo, . Além disso, com o0 menor nimero de casos
humanos, o estudo sistematico, tanto sagital como longitudinal, fica prejudicado nessa
forma de apresentacdo de LTA. Assim, a analise in situ das populacdes celulares
resposta linfoproliferativa de células T no sangue periférico, e producdo de linfocinas
foram bem documentadas na leishmaniose cutanea. Entretanto poucos s&o os estudos in
situ, envolvendo a leishmaniose mucosa. A maioria dos estudos baseados nos
mecanismos patogénicos da leishmaniose mucosa em humanos foi realizado por
culturas in vitro de células mononucleares do sangue periférico, estimuladas com
antigeno de Leishmania sp. Estes estudos foram principalmente focados em analises
fenotipicas e na quantificacdo de citocinas. Alguns trabalhos usaram ainda a reacdo em

cadeia de polimerase (PCR), para estudar o RNA desse material.



O conhecimento sobre a diversidade da localizacdo e apresentacédo clinica nas
lesbes mucosas de LTA, a potencial gravidade dessa forma, além da escassez de dados
referentes ao quadro apontam para a necessidade de maiores estudos, visando o
esclarecimento da dindmica da lesdo de mucosa na LTA. Estes dados poderiam levar a
organizacdo de um painel das caracteristicas imunopatoldgicas, proporcionando no
futuro, novas abordagens para a modulacédo da resposta imune do paciente, em direcdo a

cura das lesdes e a prevencao de complicagfes precoces ou tardias.

A técnica de imuno-histoquimica € um método auxiliar no diagnostico. Nos
ultimos anos, tornou-se uma ferramenta importante no entendimento da imunopatologia
de uma grande variedade de doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose, uma vez que
permite a identificagcdo in situ do agente infeccioso, do tipo de células, sua fungéo e
citocinas envolvidas na resposta inflamatoria. Pode, assim, demonstrar possiveis
relagdes com o quadro clinico, buscando uma avaliacdo precisa da resposta imune ao

hospedeiro.

O presente estudo utiliza a técnica de imuno-histoquimica para a identificacdo
do parasita, caracterizacdo fenotipica e funcional das células do infiltrado inflamatorio,
comparando a composicdo e distribui¢do do processo inflamatorio in situ das lesdes de
Leishmaniose Tegumentar Americana em mucosa oral e nasal da, visando a

identificacdo de semelhancas e diferencas entre os dois sitios de lesdo mucosa.



8 CONCLUSOES

1-

N&o houve diferencas significativas entre idade, sexo e historia pregressa dos
pacientes apresentando leséo de LTA em mucosa oral ou nasal. No entanto,
foi possivel verificar um menor tempo de evolugdo e maior identificacdo de

parasitas nas lesdes orais.

Os resultados apresentados sugerem que o processo inflamatério produzido
pela infeccdo das mucosas por parasitas do género Leishmania se apresenta
de forma semelhante nas mucosas orais e nasais. Apenas algumas células

como CD8 e neutrofilos apresentavam diferencas na distribuicéo.

A comparagdo entre mucosa nasal doente e clinicamente sadia demonstrou
uma maior concentracdo e distribuicdo de macrofagos, linfécitos T (CD4 e
CD8), linfocitos B e neutréfilos nas mucosas com lesdes de LTA. Da mesma
forma, observou-se uma maior expressdo de CLA, Ki67, Fas e FasL nas
lesBes. Estes dados indicam que, apesar de ser possivel a visualizagdo de
atividade de células relacionadas a resposta imune na mucosa clinicamente
sadia, a presenca de infeccdo amplifica o aporte e a estimulacdo, levando a

organizacao do processo inflamatorio propriamente dito;

4- Foi verificada a presenca de células relacionadas a resposta imune em todas
as mucosas clinicamente sadias examinadas. Este fato ja era esperado devido a
organizacdo do sistema imune associado as mucosas. Em 95% do material
estudado, as células eram esparsas e distribuidas de forma heterogénea. Este
achado confirma a presenca constitutiva de células ligadas a resposta imune no

tecido mucoso.



