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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, ¢ causada pela L. braziliensis. Duas formas clinicas principais sao
descritas: leishmaniose cutdnea e mucosa. A forma cutidnea ¢ a mais comum. Contudo, apesar
da baixa freqiiéncia de lesdes mucosas, a destruicao tecidual e a resisténcia ao tratamento
tornam dificil acompanhamento dos pacientes. Os tipos celulares que compdem o ambiente
das lesdes podem apresentar envolvimento determinante na infec¢do, como ja descrito em
outros modelos de compartimentalizagdo da resposta imune. Estudos indicam a necessidade
de detalhamento do microambiente para estabelecer o quadro imunopatoldgico das lesoes.
Assim, o estudo das lesdes mucosas da LTA pode contribuir para a compreensao da dinamica
da infec¢do. Com o intuito de verificar a composicdo do infiltrado inflamatdrio presente nas
lesdes mucosas de LTA, nos examinamos biopsias de 20 pacientes de leishmaniose mucosa
(12 com lesdes nasais € 8 com lesdes 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
subpopulagdes celulares (CD3, CD4, CD8, CD22, CD68, elastase neutrofilica, CDla) e
marcadores de inflamag¢ao (CLA, Ki67, Bcl-2, NOS2, CD62E, Fas, FasL). As lesoes
apresentavam reacdo inflamatdria constituida principalmente de células T e macrofagos.
Também se observava uma associagdo entre expressao elevada de NOS2 e reduzido nimero
de parasitas, indicando a importancia da NOS2 na eliminagdo de parasitas. Os resultados
demonstram que a reacao inflamatdria presente na leishmaniose mucosa ¢ semelhante seja no
sitio de lesdo oral ou nasal, apesar da tendéncia de ser mais intensa nas lesdes orais. A
comparagao das lesdes com tecidos considerados sadios demonstrou o aumento significante
da concentra¢do de células inflamatorias nas lesdes. Células inflamatorias residuais estavam
presentes nos tecidos considerados sadios. Este achado poderia ser o resultado da agressao
continua por agentes infecciosos € por microtraumatismos, ja que a mucosa ¢ considerada
uma das barreiras do nosso organismo. Parasitas foram mais detectados nas lesdes orais. Ja
que pacientes com lesdo oral t€ém tendéncia ao diagndstico precoce se comparado aos casos de

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

Palavras-chave: leishmaniose tegumentar americana. leishmaniose mucosa. imunidade

celular. resposta in situ. Imunohistoquimica. Leishmania.



ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a disease caused by protozoans of the genus
Leishmania. 1t 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 (CD3,
CD4, CDS, 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.
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TNF-o- Fator de necrose tumoral-alfa

TNF-B- Fator de necrose tumoral-beta
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenca parasitaria causada por
protozoarios do género Leishmania. E transmitida pela picada de insetos da familia
Phlebotominae, género Lutzomyia, representado por varias espécies no Brasil. A infecgdo ¢
prevalente em nosso pais, e apresenta uma variedade de formas clinicas e tipos de evolucao,
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 lesdes ulceradas na pele. Cerca de 3 a 5 % dos individuos infectados podem evoluir para
uma forma secundaria metastatica, com lesdes em mucosas nasal, oral, faringea e laringea. As
lesdes mucosas tém sido descritas como apresentando uma resposta imune especifica
exacerbada, detectada tanto pela Intradermorreagdo de Montenegro (IDRM), quanto por
respostas in vitro de proliferagdo celular especifica. Clinicamente, caracterizam-se por
destruicdo tecidual intensa, associada a dificuldade de identificagdo de parasitas. No entanto,
aspectos relacionados ao surgimento das lesdes mucosas e aos mecanismos de resisténcia ao
tratamento especifico permanecem nao esclarecidos. Parte disto ocorreu porque, devido a falta
de um modelo experimental reproduzindo a doenga humana, especialmente no tocante ao
envolvimento mucoso, estudos mais profundos dos mecanismos imunopatoldgicos,
envolvidos na leishmaniose mucosa, foram sempre um obstaculo. Além disso, com o menor
nimero de casos humanos, o estudo sistemdtico, tanto sagital como longitudinal, fica
prejudicado nessa forma de apresentacdo de LTA. Assim, a andlise in situ das populagdes
celulares resposta linfoproliferativa de células T no sangue periférico, e producao de
linfocinas foram bem documentadas na leishmaniose cutanea. Entretanto poucos sdo 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 andlises fenotipicas e na
quantifica¢do de citocinas. Alguns trabalhos usaram ainda a rea¢do em cadeia de polimerase

(PCR), para estudar o RNA desse material.



25

O conhecimento sobre a diversidade da localiza¢do e apresentagdo clinica nas lesdes
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 lesdao de mucosa na LTA. Estes dados poderiam levar a organizacao de um painel das
caracteristicas imunopatoldgicas, proporcionando no futuro, novas abordagens para a
modulacdo da resposta imune do paciente, em dire¢do a cura das lesdes e a prevencdo de

complicagdes precoces ou tardias.

A técnica de imuno-histoquimica ¢ um método auxiliar no diagnodstico. Nos ultimos
anos, tornou-se uma ferramenta importante no entendimento da imunopatologia de uma
grande variedade de doengas infecciosas, incluindo a leishmaniose, uma vez que permite a
identificacdo in situ do agente infeccioso, do tipo de células, sua fung¢do e citocinas envolvidas
na resposta inflamatéria. Pode, assim, demonstrar possiveis relagdes com o quadro clinico,

buscando uma avalia¢do precisa da resposta imune ao hospedeiro.

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

semelhangas e diferencas entre os dois sitios de lesao mucosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em 1953, o patologista Robert Rich descrevia a presenca de linfocitos em uma area
inflamatoria como: “... linfocitos podem ser vistos um ou dois dias apds o inicio do processo
inflamatorio... mas ndo se tem a menor idéia do que eles estdo fazendo l4... agregados na
periferia da lesdo, parecem expectadores passivos da intensa atividade dos macrofagos”
(BAXTER, 2000). De 14 para ca muita coisa mudou e hoje os linfocitos sdo considerados
células centrais da resposta imune. Esta mudanca se deveu basicamente ao desenvolvimento
de técnicas que permitiram o estudo mais detalhado da respota imune durante o processo
inflamatério. Uma destas técnicas ¢ a imunohistoquimica que tem sido usada com freqiiéncia

em estudos de caracterizagdo das reagoes teciduais as infecgdes e outras agressoes.

2.1 TECNICAS DE ESTUDO IN SITU: A IMUNO-HISTOQUIMICA

Para estudar as células do processo inflamatério, pode-se lancar mdo de varios
métodos auxiliares de diagnostico. A maioria deles utiliza, como forma de detec¢do, a
marcacao por anticorpos monoclonais ou policlonais, que evidenciam a presenga de tipos
celulares, moleculares de superficie e/ou secretorios (além de aspectos estruturais do tecido).

Alguns destes marcadores estdo diretamente relacionados com resposta imune celular in sifu.

As técnicas de imuno-histoquimica estdo disponiveis desde o inicio dos anos 70, mas
somente a partir dos anos 80 passaram a ser amplamente utilizadas como um meio de diagndstico
em patologia (THOUSSAINT; KAMIRO, 1997). E uma técnica imunoldgica muito utilizada, nas
ciéncias biologicas, para a detec¢@o de proteinas, sendo indicada para localizagao destas em cortes
teciduais, através da ligacdo dos antigenos aos seus respectivos anticorpos. A visualizacao do
anticorpo marcado ¢ obtida através da coloracdo produzida pelo sistema de revelagdo que produz
cor. Esses métodos permitem identificar células ou componentes teciduais através da interagdo
antigeno-anticorpo-complexo enzima-substrato. Um anticorpo ideal ¢ altamente especifico, possui
elevado titulo, alta afinidade e avidez. Tanto os anticorpos policlonais quanto os monoclonais
podem ser usados na imuno-histoquimica. Sua escolha depende da performance de cada anticorpo

durante o procedimento de marcacdo tecidual. Contudo, os anticorpos utilizados sdo, em geral, do
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tipo monoclonal, ou seja, produzidos por um tnico clone de células, fato que determina maior
especificidade na reacdo (MALISIUS et al., 1997). Essa técnica ¢ amplamente usada no
diagnostico de diversas doengas, como por exemplo, o cancer. Atualmente numerosos marcadores
especificos para varios tipos de cancer estdo disponiveis. Em adi¢do, a técnica ¢ também
amplamente empregada na pesquisa basica, para o entendimento, distribuicdo e localizagdo dos

biomarcadores em diferentes partes do tecido.

A partir do primero workshop e da primeira conferéncia sobre antigenos de
diferenciagdo leucocitarios humanos (HDLA), realizada em Paris em 1982 (BERNARD;
BOUMSELL, 1984) procedeu-se a classificacdo e definicdo de uma nomenclatura uniforme
aos varios marcadores existentes. Procurou-se criar um sistema integrado de classificagao,
para codificar diferentes antigenos leucocitdrios. Foi utilizado como critério o grupamento de
diferenciagdo (cluster of differentiation - CD), sendo atribuido um nimero especifico a
marcadores celulares. Cada CD refere-se a uma determinada molécula de superficie celular
caracterizada por um conjunto de anticorpos monoclonais padronizados pelos comités

internacionais (para detalhes acessar http://www.hcdm.org/home/tabid/36/default.aspx).

Posteriormente, outras reunides aconteceram (a ultima em 2006), visando sempre a
uniformizagdo de nomenclatura, ja que o tipo € o nimero de marcadores tém aumentado de
forma constante. Todas as decisdes sao aprovadas no “Human Cell Differentiation Molecules
Council” cuja proxima reunido ocorrera em 2009 na cidade de Barcelona. Isto também
comegou a ocorrer para marcadores funcionais, mas alguns anticorpos ainda sdo conhecidos

pela nomenclatura original (BERNARD; BOUMSELL, 1984; FIEBIG et al, 1984).

2.1.1 Marcadores de caracterizaciao fenotipica

2.1.1.1 Linfocitos T e B

Os linfocitos tém diversas fungdes no organismo, todas elas de extrema importancia

para o sistema imunitario (ROITT et al., 1992). Dividem-se em linfocitos T, B e NK, sendo o
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linfocito T responsavel, principalmente, pelo auxilio ao sistema imunitario e resposta imune
celular, e o linfécito B responsavel pela resposta imuno-humoral. Os linfécitos T e B
produzem respostas imunes especificas, pois ambos sdo estimulados a partir de epitopos de
antigenos especificos. Neste caso, formam populagdes monoclonais especificas para

responder ao antigeno em questdo (GOLDSBY et al., 2004).

O grande niimero de monoclonais gerados contra moléculas presentes nos linfocitos T
permite identificar, atualmente, subpopulacdes de células efetoras, assim como diferentes
estagios de ativa¢do de maturacdo. O melhor marcador para linfocitos T totais ¢ o CD3, uma
vez que se refere a um complexo molecular associado aos receptores especificos (TCRs).
Além de exclusivo de linfocitos T, encontra-se presente em todas as subpopulacdes de células
T maduras. A caracterizagdo de linfocitos CD3" geralmente inclui a quantificagdo das
subpopulagdes CD4', comumente referida como auxiliar (Th = T helper) e CDS", que

apresenta, entre outras, propriedades citotoxicas (Tc).

2.1.1.1.1 Linfécitos T (CD3)

O antigeno CD3 foi primeiramente detectado nos timoécitos corticais, onde o antigeno
¢ predominantemente presente como um constituinte intracitoplasmatico. No estdgio medular
do timdcito, ele aparece, subseqlientemente, na superficie da célula. Acredita-se que o
complexo homodimero CD3" transduz sinais de ativagdo provenientes do interior da célula

sobre o antigeno e conhecido por TCR.

As duas maiores subpopulacdes de células CD3" apresentam os marcadores de
superficie CD4" ou CDS8", os quais se agrupam com o CD3" no TCR, e servem como co-
receptores para antigenos peptidicos, apresentados por moléculas do complexo maior de

histocompatibilidade (MHC) as células apresentadoras de antigenos.
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2.1.1.1.2 Subpopulagdes de linfocitos T (CD4 e CDS)

O antigeno CD4" é uma glicoproteina de 59 Kda, presente na maioria das células T
humanas do subtipo auxiliar. O antigeno CD4 serve como um receptor para as moléculas de
MHC de classe II. E expresso como um mondmero na superficie das células T periféricas e
timdcitos, presente também nos fagdcitos monunucleares e em algumas células dendriticas.
Tem quatro dominios extracelulares semelhantes a Ig, uma regido transmembrana
hidrofébica, e uma cauda citoplasmatica altamente bdasica, com 38 aminoéacidos de
comprimento. A proteina CD4, por meio dos seus dois dominios N-terminais semelhantes a
Ig, liga-se ao dominio B2, ndo polimorfico, da molécula do MHC de classe 11 (ABBAS e
LICHTMAN, 2005).

As células que expressam a molécula CD4 na superficie interagem através do
complexo CD3-TCR-CD4 com macréfago, reconhecendo o antigeno que lhes ¢ apresentado.
Este reconhecimento ¢ o sinal que inicia uma seqiiéncia de eventos funcionais, incluindo a
estimulagdo de outras células, a partir da selecio de mediadores quimicos denominados
citocinas. As citocinas vao agir sobre diferentes células, como linfécitos (T e B), macrofagos
e outras APCs (células apresentadoras de antigenos), queratindcitos células endoteliais e
células dendriticas, promovendo a sua ativagdo, fun¢do e proliferacdo, quando for o caso.
Desta forma, as células com fenotipo CD4 sdo consideradas fundamentais para a resposta

imune especifica (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

A proteina CD8 ¢ uma molécula de 32 Kda, presente em linfocitos humanos
denominados supressores e/ou citotoxicos. A maioria das moléculas CDS8 existe sob a forma
de heterodimeros ligados por dissulfetos, compostos de duas cadeias relacionadas, chamadas
CD8a e CD8p. Tanto a cadeia oe como o B tém um tinico dominio extracelular Ig, uma regido
transmembrana hidrofobica e uma cauda citoplasmatica altamente basica, com cerca de 25
aminoacidos nao polimorficos a3 das moléculas do MHC classe I. Algumas células T
expressam homodimeros CD8 oo, funcionando, no entanto, do mesmo modo que os
heterodimeros CD8o3 mais comuns. A molécula CD8 serve como um receptor de MHC

classe I (ABBAS e LICHTMAN, 2005).
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A fungdo principal de CD4 e CDS8 ¢ a transdugdo de sinais no momento do
reconhecimento dos antigenos. Podem também fortalecer a ligagdo das células T as APCs.
Como o CD4 e CD8 operam em conjunto com o TCR no reconhecimento de moléculas do

MHC e na ativacao de células T, sdo chamados co-receptores (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

, + J + . y. N r ~
As células T CD4 auxiliares e CD8  citotoxicas t€ém também as fungdes de,
respectivamente, ativar os fagocitos e linfocitos, principalmente através da ag¢do das citocinas

secretoras e lisar as células-alvo portadoras de antigenos (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

2.1.1.1.3 Linfécitos B (CD22)

O CD22 ¢ uma glicoproteina de peso molecular de 135 Kda. E um receptor de
antigeno para a célula B, expresso nos estagios celulares pr6-B e pré-B do citoplasma, e na
superficie da célula B madura com a superficie Ig. Ele ¢ expresso tanto no citoplasma, como
na membrana das células B, durante os estagios avancados de diferencia¢do. Sua funcdo ¢ a
ativacdo das células B e age como uma molécula de adesdo para linfocitos, neutrofilos,
mondcitos e eritrocitos. Sua expressdo ocorre tanto nos linfécitos B normais, como nos
neoplésicos, nas amostras de sangue periférico humano e de medula 6ssea (ABBAS e

LICHTMAN, 2005).

2.1.1.2 Macrofagos (CD68)

O antigeno CD68 ¢ uma proteina glicosilada transmembranaria de peso molecular de
110 Kda, presente no citoplasma dos macréfagos, e ¢ considerado um dos melhores

marcadores teciduais de macrofagos (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Os macrofagos integram o sistema fagocitario mononuclear, anteriormente conhecido
como sistema reticulo-endotelial. Originam-se na medula 6ssea e apresentam vida média de
24 horas, na corrente sangiiinea (como mondcitos), enquanto que, na forma tecidual, podem

permanecer vidveis por varios meses (COTRAN et al., 1996). Suas fungdes principais sao
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processamento e apresentacdo de antigenos para os linfécitos, produg¢do de citocinas e
citotoxicidade. Quando migram do sangue periférico e fixam-se nos tecidos, estas células
diferenciam-se em macréfagos ou células fagocitarias especializadas, como as células de
Kupffer, no figado, e as células de Langerhans, na pele (PEAKMAN e VERGANI, 1997).
Quando ativados, os macréfagos tornam-se células grandes, com niveis elevados de enzimas
lisossomais e capacidade de ingerir e fagocitar antigenos, além de secretar uma variedade de

citocinas nas respostas inflamatorias e imunoldgicas (CONTRAN et al., 1996).

Os macrdéfagos desempenham papel importante nas respostas imunes inata e
adaptativa, sendo ativados por produtos microbianos, como as endotoxinas, e por citocinas
das células T, como o IFN-y. Uma vez ativados, eles fagocitam e eliminam os
microorganismos, produzem citocinas pro-inflamatérias e apresentam antigenos as células T

auxiliares (BRANDONISIO et al., 2001; FONSECA et al., 2003).

2.1.1.3 Polimorfonuclear Neutrofilo (Elastase Neutrofilica)

A neutréfilo elastase (NE) ¢ uma serina protease neutra de aproximadamente 30 Kda,
consistindo de 3 isoenzimas. A NE ¢ sintetizada no promieldcito e nos promonocitos e €
predominantemente localizada nos granulos primarios de neutréfilo (azuro6filos). Nos granulos
liberados do neutréfilo, a NE age como um proteolitico potente, capaz de degradar uma
grande quantidade de proteinas, incluindo proteinas da matriz extracelular, fatores de
coagulagdo, imunoglobulinas e complemento. O neutr6filo ¢ um importante mediador na
morte dos microorganismos € na injaria inicial do tecido inflamado. Ele também atua na
destruicao tecidual do enfisema pulmonar, glomeronefrite, artrite reumatoide e sindrome de
angustia respiratoria do adulto. As propriedades destrutivas teciduais da NE sdo neutralizadas
por uma variedade de inibidores enddgenos, incluindo o-1 antitripsina, inibidor neutrofilo

elastase humano (HEI) e elafina (ABBAS e LICHTMAN, 2005).
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2.1.1.4 Célula de Langerhans (CD1a)

O antigeno CDla ¢ uma glicoproteina de peso molecular 49 Kda. O CDla ¢ um
antigeno encontrado nos timocitos, certos timonas, nas células de Langerhans e células
dendriticas dérmicas. Estas duas tultimas células sdo componentes importantes do sistema
imune da pele e da mucosa, que, juntamente com outras células, desempenham um papel
importante nesse sistema, em condi¢des normais e patologicas (ABBAS e LICHTMAN,
2005).

As células de Langerhans foram descritas, pela primeira vez, por Paul Langerhans, em
1868, como células dendriticas apresentadoras de antigeno. Elas se originam da medula dssea,
sendo derivadas da linhagem dos monocitos. Essas células migram para a derme e para o
epitélio e se localizam preferencialmente na camada suprabasal desses tecidos, onde sua
fungdo principal € aprisionar e transportar os antigenos protéicos aos linfonodos de drenagem

(STINGEL et al., 1980).

Sdo células especializadas com fungdes imunologicas semelhantes aquelas dos
macroéfagos e de outras cé€lulas apresentadoras de antigenos. Expressam, em sua superficie,
MHC classe 1 e II, podendo interagir com linfocitos T CD4" ¢ CD8" (LOMBARDI et al.,
1993).

2.1.2 Marcadores de caracterizacao funcional

2.1.2.1 Ki67

Em situagdes fisioldgicas, salvo raras excecdes, as células humanas estdo em constante
proliferagdo para substituir perdas causadas por injurias, apoptose ou alteragdes intrinsecas ao
ciclo de vida de cada célula. Sao necessarias milhdes de novas células, cada segundo, para a

manuten¢do da vida do ser humano adulto. Pode-se avaliar a importancia da proliferacao
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celular, quando todos os ciclos celulares de um individuo sdo interrompidos, como nos casos
de altas doses de radiagdo ionizante. Na auséncia dos processos que garantem a renovacgao

celular, a sobrevida do individuo pode ser calculada em poucos dias (ALBERTS et al., 1994).

O ciclo celular - intervalo entre a mitose da célula-mae e de uma ou ambas as células
filhas - pode ser dividido em fases Gi, S, G, € M. As trés primeiras fases compdem o periodo
interfasico e a ultima, o periodo mitotico. A fase G; (Gapl), ou fase pré-sintese de DNA, e
fase G; (Gap?2), ou fase pos-replicacdo proporcionam seguranca para c€lulas, pois permitem
que a replicacdo seja verificada antes que haja a divisdo celular na fase M, ou mitose
propriamente dita. As fases G; e G, sdo importantes, ndo s6 devido aos processos reguladores
a elas relacionados, mas também porque, se a interfase durasse somente o suficiente para a
replicacdo do DNA, ndo haveria tempo para a duplicagdo da massa celular, antes da divisao

(ALBERTS et al.,1994).

As células que se encontram fora do ciclo proliferativo, ou em estado de quiescéncia,
paralisadas em algum ponto da fase G; podem retornar ao ciclo a qualquer momento, desde
que recebam os estimulos apropriados (ALBERTS et al., 1994, CATANZARIO-
GUIMARAES, 1982). Fatores de crescimento produzidos por proto-oncogenes sao
considerados estimulos capazes de fazer estas células retornarem ao ciclo celular (ROLAND

et al., 1994).

A proteina Ki67 foi sintetizada, primeiramente, na 67* placa de cultura tecidual, num
experimento realizado na cidade de Kiel (Ki), na Alemanha, passando a ser conhecida por
esta denominacao (GERDES ef al., 1983). Esse marcador reconhece um antigeno nuclear da
linhagem celular L428 na doenga de Hodgkin, estando também presente em todas as células

em proliferagao.

O Ki67 tem peso molecular entre 345-395 Kda, sendo uma proteina nao-histona,
localizada no brago curto do cromossomo 10, organizado em 15 éxons e 14 introns
(DUCHROW et al., 1996). Essa proteina passa por processos de fosforilagdo e desforilagdo
durante a mitose e tem similaridade estrutural com outras proteinas envolvidas na regulagdo
do ciclo celular. Devido a esta particularidade, tornou-se um excelente marcador de

proliferagao.
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A meia-vida do Ki-67 esta estimada em 60 a 90 minutos (BRUNO ¢
DARZYNKIEWIKZ, 1992). E expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto a Gy (fase
de repouso) e inicio da Gy, caracterizando, portando, células em proliferacdo. A quantidade de
moléculas varia em todo o ciclo celular e atinge o maximo durante as fases G, ¢ M. Essa
proteina ¢ estudada em muitas condigdes neoplasicas e ndo neopldasicas, constituindo um bom

marcador quanto ao valor prognostico, e resposta ao tratamento de neoplasias.

2.1.2.2 CLA

O antigeno associado ao linfocito cutaneo (CLA) ¢ uma molécula presente nos
linfocitos da pele e em endotélios. Essa molécula é expressa em mais de 90% das células T
presentes no infiltrado inflamatorio cutaneo, entretanto, menos de 20% dessas células também
podem ser localizados em sitios nao cutaneos. Possui uma estrutura carboidratada similar aos
antigenos sialyl lewisk (SLEX) e sialyl lewisa (SLEC). Além disso, serve como o ligante para
selectina, incluindo CD62E (ELAM-1) e CD62L (LECAM-1). No sangue periférico, ¢
expresso em um pequeno subtipo de linfocitos e em todos os mondcitos e granuldcitos.
Sugere-se que o CLA tem um papel em apoiar a migragdo dos linfocitos para os tecidos

extravasculares durante a inflamacao (SANTAMARIA-BABI, 2004, TERAKI et al., 2004).

2.1.2.3 CD62E

A Selectina-E (CD62E) ¢ uma glicoproteina de aproximadamente 110 Kda, que ¢
expressa através da ativacdo do endotélio dos vasos sangiiineos e apresenta fungdes, como a
adesdo molecular para leucécitos, na inflamacdo. Essa ativagdo ocorre por citocinas, como o
TNF-a e interleucina —1 (IL-1). Foi inicialmente caracterizada como o maior sitio de ligacao
para a adesdo de neutréfilos. Sabe-se hoje que subpopulacdes de selectina-E ligam-se
também a linfocitos T de memoria, bem como mondcitos, eosinofilos e basofilos

(SUNDERKOTTER et al., 1996; ABBAS e LICHTMAN, 2005; ZAPH e SCOTT, 2003).
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2.1.2.4 NOS2

A enzima 6xido nitrico sintase tipo 2 (NOS2) foi originalmente descrita como uma
enzima expressa pela ativacdo dos macrofagos, gerando 6xido nitrico (NO) a partir do
aminodcido L-arginina, contribuindo para o controle de replicacdo ou eliminagdo dos

patogenos microbianos intracelulares (BOGDAN et al., 2001).

O NOS existe em trés isoformas diferentes, duas constitutivas da arquitetura dos
tecidos, produzindo (NOS1 e NOS3) e uma forma induzida, NOS2. A forma constitutiva
c¢NOS mantém a fisiologia normal, e a forma induzida NOS2 ¢ envolvida, principalmente, no

processo inflamatdrio e ¢ identificada em tipos celulares, como macrdéfagos e neutrofilos.

Oxido nitrico (NO) é um radical que possui vida curta e que transmite sinais celulares
envolvidos no vasorelaxamento, neurotransmissdo e citotoxicidade, nos macrofagos e em
outros tipos celulares. O (NO) ¢ uma molécula vital no processo inflamatorio em resposta
imune, dependendo da forma e da sua quantidade produzida. E um radical livre de um elétron
emparelhado que se descarrega molecularmente. Essa alta reatividade molecular, ainda que
muito simples, ¢ formada nos mamiferos pela oxidacdo do aminoécido L-arginina. NO ¢ tanto
prejudicial quanto benéfico para a patofisiologia geral dos tecidos. Até o final de 1980, o NO
era considerado responsavel pelo relaxamento vascular da musculatura lisa, contudo ndo era
esperado que uma simples molécula pudesse ser tdo significante na fisiologia dos mamiferos.
Atualmente, o NO ¢ reconhecido como essencial para um vasto espectro de eventos
intracelulares e extracelulares, em uma ampla variedade de tecidos, como, por exemplos,
funcdes hemostaticas, incluindo vasodilatagdo, neurotransmissores, inibicdo da adesdo e
agregacao plaquetdria e defesa hospedeira contra agentes infecciosos (bactérias, parasitas e

fungos) e morte de células tumorais.

2.1.3 Marcadores de Regulacdo de Morte Celular-Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada da célula, ¢ um processo fisiologico

essencial para o desenvolvimento normal e manutengdo da homeostase celular. Esse processo
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inclui condensacdo e segmentagdo do nucleo, condensacdo e fragmentacdo do citoplasma e
quase sempre extensiva fragmentacdo do DNA cromossomal, nas unidades de nucleossoma
(NAGATA e GOLSTEIN, 1995). A apoptose também esta envolvida em diferentes condi¢des
patologicas, incluindo injurias neurologicas, doencas neuro-vegetativas cardiovasculares,
imunoldgicas, Aids e cancer (NAGATA e GOLSTEIN, 1995; ANTONSSON e
MARTINOU, 2000).

Virias vias estdo envolvidas na indugdo da apoptose, dependendo do estimulo inicial.
As proteinas da familia Bcl-2, juntamente com a mitocondria, citocrdmo C e caspases
constituem componentes essenciais nas vias de sinalizacdo intracelular (ANTONSSON e
MARTINOU, 2000), comprometidos com a sobrevida ou morte das células. Uma das vias

mais importantes € a que ocorre pela ligacdo Fas-FasL.

2.1.3.1 Fas (CD95) —FasL (CD95L)

A via mais conhecida de apoptose, ou morte celular programada provém da ligagdo
entre as moléculas Fas e FasL. A interagdo dessas moléculas tem papel importante na
regulagao nos linfocitos T e na modulacao da resposta imune. Esse sistema tem um papel
essencial na eliminacdo de linfocitos auto-reativos ¢ na delecao de células T citotoxicas. O
sistema Fas-FasL estd envolvido na patogénese de uma grande quantidade de doengas, como
cancer, doengas virais, desordens-imunes e neuro degenerativas. Striter ef al. (1999), em seu
estudo em tecidos linféides humanos normais, encontraram uma maior expressao de FasL em
tecido linfoide associado a mucosa quando comparado com outros tecidos linféides. Ambos,

Fas e FasL, existem tanto na superficie da membrana, quanto na forma soluvel.

O Fas ou CD95 ¢ uma proteina de membrana do tipo I de peso molecular de 45 Kda,
que pertence a familia dos receptores de necrose tumoral (TNFR) e crescimento nervoso
(NGFR). O Fas ¢ expresso na superficie das células T e em muitos outros tipos celulares, em

quase todos os tecidos e 6rgaos do organismo humano (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

O seu ligante FasL. ou CD95L ¢ uma proteina de membrana do tipo Il de peso

molecular 40 Kda, sendo também membro da familia TNF. A liga¢do que ocorre entre as duas
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moléculas, Fas e FasL, desencadeia a apoptose, gerando um sinal de transducgdo, que leva a

cascata apoptotica (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

2.1.3.2 Bel-2

A proteina oncogénica Bcl-2 foi primeiramente identificada como um prétooncogene
nos linfomas de células B (B-cell lymfoma/leukemia 2 gene), onde observaram a translocacao
entre os cromossomos 14 e 18. Essa translocagdo causa uma superexpressao de suas proteinas,
podendo resultar na alteracio da morte celular programada e, conseqiientemente, a
permanéncia dessas células (ANTONSSON e MARTINOU, 2000; TSUJIMOTO e
SHIMIZU, 2000).

O Bcl-2 ¢ uma proteina de membrana de massa molecular 26Kda, expressa no
citoplasma das cé€lulas. A proteina esta associada com a mitocondria, reticulo endoplasmatico
liso, e a membrana perinuclear, e apresenta um papel central na inibigdo da apoptose (morte
celular programada). Ela parece bloquear a via final da apoptose, possivelmente prevenindo
dano ao DNA, agindo como um sinal para a inibi¢do da morte celular programada. A familia
Bcl-2 exerce um papel importante na regulacao da apoptose, na proliferacao celular e na
modulagdo de proteinas do ciclo celular. Essa familia ¢ dividida em 2 grupos: proteinas anti-
apoptoticas, como o Bcl-2 e Bcl-XL e proteinas pro-apotdticas, como o Bax e Balk. E
encontrada em linfocitos normais B e T, mas sua expressdo encontra-se diminuida nos centros
germinativos, quando eles sdo estimulados a proliferar (ANTOSSON e MARTINOU, 2000;
TSUJIMOTO e SHIMIZU, 2000).

Outros marcadores celulares ou funcionais podem ser empregados no estudo de
processos inflamatorios. No entanto, os listados acima formam base para verificagdo de
dinamica de inflamagdo de um determinado tecido. Muitas infec¢cdes podem ser estudadas
através da presenga e caracterizacdo do processo inflamatdrio das lesdes. Entre elas estd a

leishmaniose tegumentar americana.
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2.2 A LEISHMANIOSE E SEU AGENTE

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma doenga parasitaria ocasionada
por protozoarios do género Leishmania. A transmissdo ocorre através da picada do inseto
vetor, pertencente ao género Lutzomyia, na qual as espécies envolvidas dependem da

localizagao geografica (REY, 1991; GENARO, 2002).

Durante a hematofagia, as formas promastigotas presentes nas glandulas salivares dos
flebotomos sdo inoculadas na jun¢do derme-epiderme do hospedeiro vertebrado. Nesse local
ocorre a fagocitose dos parasitas, que irdo se transformar em amastigotas no interior do
vactolo fagocitico dos macréfagos. A localizacdo do parasita no interior de macrofagos,
associada a resposta imune, estimulada pela presenca do antigeno parasitario, produz uma
reacdo inflamatoria com predominancia celular (processo inflamatério cronico do tipo
granulomatoso). Com a continuidade da infec¢ao, podem surgir lesdes teciduais acometendo o
tegumento cutdneo e ou mucoso (Leishmaniose Tegumentar), ou oOrgdos viscerais
(Leishmaniose Visceral). Apesar de estar em expansdo, a forma visceral permanece restrita a
determinadas areas do territdrio brasileiro. Ja a forma tegumentar pode ser encontrada em

todo o pais, tanto em area rural quanto urbana (GENARO, 2002; BRASIL, 2007).

A LTA ¢ classificada em trés formas clinicas bésicas: leishmaniose cutanea localizada
(LCL), leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose cutanea difusa (LCD). A forma cutinea
localizada tem como principal manifestacdo uma lesao ulcerada que se desenvolve no local de
inoculagdo do parasita. O individuo desenvolve ulcera de bordos elevados, fundo plano e de
superficie granulomatosa, geralmente Unica e auto-limitada. A intradermorreacao de
Montenegro (IDRM) ¢ positiva, e € possivel evidenciar resposta imune celular especifica in

vitro (CONCEICAO-SILVA et al., 1990).

A leishmaniose mucosa geralmente apresenta destruigdo tecidual progressiva
associada a intensa resposta inflamatéria (AMATO et al., 2003). Esta lesdo geralmente surge
semanas ou anos apos o desaparecimento da lesdo cutanea inicial, por provavel disseminagao
hematogénica, a partir do foco primario. Trabalhos experimentais em hamsters parecem
corroborar esta hipotese (KANAN e RYAN, 1975). Mais raramente, a lesdo mucosa pode

aparecer na vigéncia de Ulcera cutanea em atividade sendo, entdo denominada leishmaniose
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mucocutanea (LMC). Na LMC, a principal caracteristica ¢ o comprometimento da mucosa
nasal e oral, que pode se estender por todo o trato respiratorio superior. Em 42% dos pacientes
de LM, ocorre perfuragao do septo nasal (MARSDEN, 1986). Esses pacientes apresentam
resposta positiva a IDRM e a resposta linfoproliferativa in vitro de células do sangue
periférico, frente ao antigeno. A magnitude desta resposta ¢ geralmente maior que aquela
verificada na forma localizada (CARVALHO et al., 1985; CASTES et al., 1983). O
mecanismo exato da formacdo da lesdo mucosa, como e onde as leishmanias sobrevivem em
laténcia no organismo humano durante anos e os fatores que desencadeiam a doenga ainda
permanecem desconhecidos (BRASIL, 2007). De um modo geral, qualquer regido da mucosa
nasal, oral ou faringea pode apresentar lesdes de LTA. No entanto, a maioria dos pacientes
acometidos tem envolvimento nasal isolado ou em associacdo com outras areas de mucosa. A
boca geralmente tem lesdes em associagdo com o acometimento nasal, mas € possivel o
encontro de uma ou mais lesdes apenas na mucosa oral. Mais freqiientemente, essas lesdes
ocorrem no labio e no palato, embora ja tenham sido identificadas lesdes de uvula, gengiva,
tonsilas e lingua. Quando ocorre o acometimento da laringe, este costuma ser bastante
intenso, com a presenca de granulagdes vegetentes, recobertas com uma ténue camada de
fibrina envolvendo a mucosa da epiglote e extendendo-se para a mucosa do vestibulo laringeo
e pregas vocais. Pode ocorrer disfonia, caracterizada por voz rouca (MOREIRA, 1994;

LESSA et al., 2007).

Freqlientemente, os pacientes com a forma mucosa referem lesdes em pele
compativeis com a leishmaniose cutanea, no passado, e apresentam uma ou mais cicatrizes
cutaneas sugestivas. Parte deles relata historia de auséncia de tratamento ou tratamento
inadequado da lesdo cutanea inicial, o que leva a concluir que as curas espontaneas € os
tratamentos curtos e irregulares constituem um forte risco para o aparecimento da forma
mucosa (BRASIL, 2007). Dados da freqiiéncia da doenca na forma mucosa sao variaveis, de
acordo com a regido. A maior parte dos casos atendidos ocorre em hospitais, aos quais os

portadores da LTA sao atraidos pela extensao e cronicidade da doenga.

Jones et al. (1987), em um estudo prospectivo de 5 anos sobre a L. braziliensis em
uma area endémica no Brasil, encontraram 369 pacientes com LTA e, dentre estes, 10
apresentavam a forma mucosa, sendo que 8 demonstravam lesdes mucosas secundarias as
lesdes cutaneas e 2 tiveram lesdes mucosas sem manifestar cicatrizes ou lesdes ativas em pele.

As lesdes mucosas foram mais freqiientes nos homens (razao 2,3:1). As lesoes secundarias
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foram mais freqiientes nos pacientes que apresentavam lesdes maiores ou multiplas, e o tempo
de evolucdo dessas lesdes foi em média de seis anos. Todos os pacientes examinados com a

forma mucosa da doenca tiveram testes cutaneos e sorologicos positivos.

Motta et al. (2007), em um estudo posterior, descreveram as caracteristicas
clinicopatoldgicas em 11 pacientes com lesdes orais, provocadas pela leishmaniose mucosa.
Os mesmos pesquisadores, através da técnica de PCR, conseguiram identificar nas amostras
dois casos provocados pela Leishmania (Viannia) braziliensis e um caso pela Leishmania

(Leishmania) amazonensis.

Outra forma de apresentacao da doenca ¢ a leishmaniose cutanea difusa (LCD), cujo
quadro cléassico € caracterizado por infiltracdes, papulas e tubérculos envolvendo extensas
areas cutaneas (BRASIL, 2007). Tem carater progressivo ¢ ndo responde ao tratamento
antimonial, apresentando ciclos continuos de remissdao (apds o tratamento) e atividade. Os
pacientes com LCD ndo apresentam resposta imune celular especifica para o antigeno do
parasita, tanto in vivo (DTH, teste de hipersensibilidade tardia denominado intradermoreacao
de Montenegro (IDRM) negativa), quanto in vitro (resposta proliferativa) (CASTES et al.,

1983; CASTES et al., 1984).

Em resumo, a LTA, com sua ampla distribuicdo, constitui uma das afeccdes
dermatologicas que merece maior atencdo, devido a magnitude da doenca, com risco de
ocorréncia de deformidades, principalmente faciais, com conseqiiente envolvimento
psicologico do doente, com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na maioria
dos casos, pode ser considerada uma doenga ocupacional (BRASIL, 2007). As principais
espécies envolvidas sdo Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)

guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis.

2.2.1 A LTA causada por L. braziliensis

O Rio de Janeiro ¢ tradicionalmente considerado uma areca endémica de LTA, e a
espécie circulante tem sido identificada como L. braziliensis (SCHUBACH et al., 1998),

apesar de recentemente ter sido descrito um caso de LCD por Leishmania amazonensis no sul
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do estado (AZEVEDO-COUTINHO et al., 2007). A maioria dos pacientes infectados com L.
(V.) braziliensis apresenta a forma cutanea localizada, com a presenca de uma tinica ulceracao
cutanea com formagao de um infiltrado granulomatoso crénico, evidenciado na histopatologia
e localizagdes variadas. A ulcera leishmaniotica cutanea tende a ser auto-limitada e pode
evoluir para regressdo, mesmo sem tratamento. A cicatrizagdo pode dar-se num prazo de seis
meses a varios anos, curando-se, frequentemente, dentro de 12 a 15 meses (REY, 1991). As
vezes essas Ulceras sdo acompanhadas de linfadenopatia regional precoce. Podem ocorrer
lesdes multiplas, e, em alguns pacientes, a doenga manifesta-se como leishmaniose cutanea
disseminada (GRIMALDI ef al., 1989; BITTENCOURT e BARRAL-NETO, 1991 ¢
BITTENCOURT e BARRAL, 1995; BARRAL et al., 1992 e 1995), caracterizada pela
presenca de incontaveis lesdes cutaneas ulceradas, geralmente de tamanho inferior a 1 cm e

que apresentam boa resposta ao tratamento antimonial.

Alguns pacientes infectados por L. (V.) braziliensis (1 a 10%) desenvolvem (LM).
Neste caso, ¢ uma forma destrutiva que compromete principalmente nariz, faringe, palato e
labio superior. E comum a observagdo de grande destrui¢do tecidual acompanhada de

dificuldade de identificacdo de parasitas (CARVALHO et al., 1985).

2.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagndstico da LTA compreende a associagdo entre dados clinicos, laboratoriais e
epidemiologicos. Os testes laboratoriais consistem na evidenciacdo do parasita € em provas

imunologicas (GENARO, 2002).

Os espécimes clinicos coletados para o diagnostico parasitoldgico podem ser obtidos a
partir de escarificagdo ou biopsia de lesdo. Também pode ser feita a pungdo aspirativa,
quando houver necessidade de investigacdo de comprometimento ganglionar primario. No
exame parasitologico direto, ¢ realizada a pesquisa de formas amastigotas em laminas de
impressao por aposi¢cao ou material proveniente de escarificagdo e puncdo aspirativa, corados
pela técnica de Giemsa ou Leishman. O exame parasitoldgico indireto visa ao isolamento do
agente infeccioso em meios de cultivo apropriados, como, por exemplo, NNN, Schneider’s ou

BHI (Brain and Heart infusion). Outro método de diagndstico indireto € a inoculacdo em
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animais de laboratorio, sendo o hamster o animal de escolha (BRASIL, 2007). No entanto, a
inoculacdo em animais ndo ¢ mais utilizada como rotina diagnostica. A andlise
histopatologica dos fragmentos de bidpsia também ¢ de fundamental importancia no
diagnostico da LTA, pois pode identificar as formas parasitirias e, ao mesmo tempo,
contribuir para o diagnostico diferencial. Alguns estudos tém sido realizados com o objetivo
de implementacdo de outras metodologias auxiliares, como a imuno-histoquimica e o PCR,
para o diagnostico da LTA, através da deteccdo de parasitas nas lesdes (KERNNER et al.,
1999).

A detecgdo de resposta imune especifica pode ser feita através da IDRM,
imunofluorescéncia indireta (IFI) e/ou ensaio imunoenzimatico (ELISA), além de resposta

proliferativa primaria de linfécitos (RPL). Esta € pouco utilizada na pratica (BRASIL, 2007).

Para o tratamento da LTA, o Ministério da Satide (BRASIL, 2007) preconiza a
utilizacdo do antimonial pentavalente (antimoniato-N-metil-glucamina) como droga de
primeira escolha. A anfotericina B ¢ considerada droga de segunda escolha, empregada
quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial, ou na impossibilidade de seu
uso.

O tratamento dos casos de lesio mucosa ¢ frequentemente mais dificil, com
necessidade de repeti¢des e controle mais estrito. No entanto, os fatores que determinam a
maior gravidade ainda ndo sdo conhecidos. Por isto, ¢ importante conhecer com maior

profundidade o microambiente destas lesdes.

2.4 A ORGANIZACAO DO TECIDO DA MUCOSA ORAL, NASAL

O estudo de lesdes de LTA na forma mucosa tem sido modificado pela valorizagao da
deteccao de fatores envolvidos na resposta imune in situ ao parasito. Este fato vem sendo
compreendido melhor a partir dos trabalhos que descrevem a resposta imune na mucosa.
Como as lesdes podem acometer sitios diferentes da mucosa oro-faringea, ¢ importante o
conhecimento da arquitetura e organizacao das varias regioes.

As superficies mucosas, assim como na pele, representam a primeira linha de defesa

do corpo humano formada por uma barreira, entre os ambientes externos € internos, contra a
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entrada de microorganismos como bactérias, virus, fungos e protozodrios (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 1999).

As cavidades nasais direita e esquerda, mais o septo nasal cartilaginoso compdem as
estruturas que formam o nariz. O tecido mucoso que reveste essas superficies internas do
nariz ¢ do tipo pseudo-estratificado ciliar, com numerosas células caliciformes, sendo
ricamente vascularizado e contendo glandulas serosas e mucosas. A principal funcdo dessa
mucosa ¢ aquecer ¢ umidificar o ar que entra no sistema respiratério (YOUNG e HEALTH,

2000).

A cavidade oral ¢ um meio complexo com duas fung¢des superpostas — respiratoria e
digestiva — e ¢ a Unica area do corpo onde tecidos mineralizados sdo expostos ao ambiente
externo. Na boca, vérias e intrincadas interagdes acontecem. Como exemplo, podemos citar
tecidos, alimento, ar e microrganismos. Além disto, a saliva e seus componentes também

fazem parte do ambiente e pode facilitar ou dificultar estas interagdes (GREABU et al, 2007).

A boca ¢ composta por dois “espagos virtuais”, ambos delimitados pelos arcos
dentarios. Um anterior ¢ menor ¢ denominado de vestibulo bucal, revestido pelas mucosas
labiais, jugais, alveolares e gengivais. O segundo espaco ¢ maior e reveste a cavidade oral
propriamente dita. E composto, anteriormente, pelas gengivas e dentes; superiormente, pela
mucosa palatina; inferiormente, pela lingua e pelo soalho bucal e posteriormente, pela mucosa
que recobre o istmo das fauces e tonsilas. A mucosa oral continua-se com a pele dos labios e
com a mucosa da faringe para o restante do tubo digestivo (KATCHBURIAN e ARANA,
1999).

De forma resumida e geral o epitélio que reveste a mucosa oral ¢ do tipo pavimentoso
estratificado. Nas superficies de epitélio queratinizado, ele pode ser orto ou paraqueratinizado.
E composto por quatro estratos denominados basal, espinhoso, granular e cério. O epitélio
possui varios tipos celulares, como queratindcitos, melanocitos, células de Langerhans e
células de Merckel. Entre os queratindcitos, podem estar presente, em pequenas quantidades,
células sanguineas, como linfocitos, neutréfilos e mastdcitos (KATCHBURIAN e ARANA,
1999). Em toda a mucosa oral, existem numerosas glandulas salivares acessérias pequenas,
que podem ser do tipo serosas e/ou mucosas (KATCHBURIAN e ARANA, 1999; YOUNG e
HEALTH, 2000).
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A lamina propria é composta por duas camadas: 1- papilar, composta por tecido
conjuntivo frouxo e 2- reticular, formada por tecido conjuntivo mais denso. As células mais
numerosas na lamina prépria sao os fibroblastos, entretanto macréfagos e mastdcitos, além de
células sanguineas e do sistema imune, também estdo presentes, bem como as células
indiferenciadas (KATCHBURIAN e ARANA, 1999). A mucosa oral apresenta fungdes de
protecdo contra os microorganismos ¢ de revestimento dos tecidos mais profundos da

cavidade oral (KATCHBURIAN e ARANA, 1999).

Existem trés tipos de mucosa recobrindo a cavidade oral: mucosa de revestimento,
mucosa mastigatoria ¢ mucosa especializada. A mucosa de revestimento sem epitélio
queratinizado ¢ encontrada no palato mole, labial, jugal, no soalho bucal e ventre lingual. Ja a
mucosa mastigatoria possui epitélio queratinizado e reveste palato duro e gengivas. A mucosa
especializada ¢ aquela que reveste o dorso da lingua e o vermelhdo dos Ilabios
(KATCHBURIAN e ARANA, 1999). De forma geral, essas mucosas sao constituidas por um
epitélio e uma lamina propria, assim como o tecido que compde a pele, e geralmente essas
mucosas sdo desprovidas de anexos. No entanto, vérias particularidades podem ser observadas
de regido para regido, dentro da cavidade bucal (TEN CATE, 2001,
http://www.foar.unesp.br/atlas/indice.html). Como exemplo, podemos citar (adaptado de

TEN CATE, 2001):

I- mucosa de revestimento do palato mole — constituida de epitélio pavimentoso
estratificado, ndo queratinizado delgado, com corptisculos gustativos; lamina propria espessa
com numerosas papilas curtas, fibras elasticas, altamente vascular e com leito capilar bem

formado; submucosa com tecido difuso contendo numerosas glandulas salivares menores;

2- mucosa de revestimento do ventre lingual - constituida de epitélio pavimentoso
estratificado, ndo queratinizado delgado sem corpusculos gustativos; lamina propria delgada
com numerosas papilas curtas e algumas fibras elasticas; poucas glandulas salivares menores;
leito capilar na zona subpapilar; camada reticular relativamente avascular; submucosa delgada
e irregular com pequenos vasos e gordura; em algumas areas pode se ligar diretamente a

musculatura;
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3- mucosa de revestimento do assoalho da boca - apresenta epitélio pavimentoso
estratificado, ndo queratinizado muito delgado; lamina propria com papilas curtas, poucas
fibras elasticas, rico suprimento sanguineo com algas capilares de anastomose; submucosa

constituida de tecido conjuntivo frouxo com gordura e glandulas salivares menores;

4- mucosa de revestimento alveolar - constituida de epitélio pavimentoso estratificado,
ndo queratinizado delgado; lamina propria com papilas curtas, muitas fibras elésticas, alcas
capilares préoximas a superficie supridas de vasos que correm paralelos ao peridsteo;
submucosa tecido conjuntivo frouxo com fibras elasticas espessas ligando-se ao peridsteo,

presenca de glandulas salivares menores;

5- mucosa de revestimento labial e bucal — presenga de epitélio pavimentoso
estratificado, ndo queratinizado muito espesso; ldmina propria apresentando papilas altas,
tecido conjuntivo denso fibroso com algumas fibras eldsticas, rico suprimento vascular
propiciando anastomoses por algas capilares nas papilas; regido abaixo da mucosa ¢ formada
por feixes de coldgeno e elastina que se aderem firmemente ao musculo, tecido conjuntivo

denso com gorduras e glandulas salivares menores;

6- mucosa de revestimento dos labios na zona vermelha — epitélio pavimentoso
estratificado, ortoqueratinizado e delgado; na lamina propria com numerosas papilas delgadas
e algas capilares proximas da superficie; a mucosa se adere firmemente a musculatura com
presenca nesta regido de glandulas salivares menores e glandulas sebaceas, de permeio a

tecido adiposo;

7- mucosa de revestimento dos ldbios na zona intermediaria — epitélio pavimentoso
estratificado, ortoqueratinizado e delgado; lamina prépria com papilas longas e irregulares,

fibras elasticas e colagenas;

8- mucosa mastigatoria da gengiva — constituida de epitélio pavimentoso estratificado
orto ou paraqueratinizado, superficie em casca de laranja; 1amina propria com papilas estreitas
e longas, coldgeno denso, irrigacdo sanguinea baixa, mas com algas capilares longas € com
presenca de anastomoses; submucosa pouco nitida, com aderéncia firme da mucosa no

periosteo;
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9- mucosa mastigatoria do palato duro — epitélio pavimentoso estratificado
ortoqueratinizado na maior parte, mas com 4areas de paraqueratinizacdo, forma rugas
transversais palatinas; lamina propria com papilas longas, tecido conjuntivo denso,
especialmente sob as rugas, suprimento vascular moderado, com curtas alcas capilares;
submucosa constituida de tecido conjuntivo denso ligando a mucosa ao periosteo, gordura e

glandulas salivares menores nas laterais, onde a mucosa reveste os feixes neurovasculares;

10- mucosa especializada do dorso da lingua — presenca de epitélio estratificado
queratinizado formando diferentes profundidades de papilas epiteliais, algumas com
corpusculos gustativos; lamina propria com papilas longas, presenca de glandulas salivares
menores, inervacao principalmente nos corpusculos gustativos, plexos capilares com vasos de
maior calibre nas regides mais profundas; dificil distingdo de submucosa, pois a mucosa liga-

se ao tecido conjuntivo que reveste a musculatura.

Apesar de pouco pronunciadas, algumas modificagdes relacionadas a idade t€m sido
descritas. As alteragdes mais comuns seriam o adelgacamento do epitélio e uma planificagao
da estrutura, com perda de papilas conjuntivas. Pode ocorrer também uma diminui¢ao
marcante do nimero de papilas gustativas. No entanto, estudos da atividade no epitélio e a
renovacdo dos tecidos tém sido inconclusivos, ndo sendo possivel evidenciar uma relagdo
direta entre idade e perda da renovagdo celular da mucosa oral. Por outro lado, ¢ possivel
verificar em alguns individuos uma modificacdo dos vasos com formacdo de nevos e
pequenas varizes, sem, contudo ter se estabelecido uma relagdo de causa e efeito entre
alteracdes vasculares e alteragdes da fun¢do da mucosa bucal (TEN CATE, 2001). As
glandulas salivares t€ém seu tecido parcialmente substituido por tecido adiposo e pode haver
modifica¢do da saliva de repouso, mas estudos tém demonstrado que a saliva pos estimulo ¢
semelhante a individuos mais jovens (NAVAZESH et al., 1992; PERCIVAL et al., 1994,
ALMEIDA et al., 2008). Em particular, a saliva pelo seu volume e constitui¢do ¢ um dos

principais componentes da cavidade bucal.
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2.5 SALIVA E SEUS COMPONENTES

A cavidade bucal ¢ constantemente umidificada por um fluido complexo, denomido
fluido bucal, constituido da transudagao de fluidos através da mucosa oral, nasal e da faringe,
da flora bacteriana ndo aderente, restos alimentares, células epiteliais descamadas, leucdcitos,
imunoglobulinas, tragos de medicamentos e produtos quimicos, além do produto secretdrio
das glandulas localizadas na regido e denomionadas glandulas salivares (ALMEIDA et al.,

2008).

As glandulas salivares se espalham por toda a cavidade bucal e podem ser divididas
em maiores (parotida, submandibular e sublingual) e menores (labiais, linguais, bucais,
glossopalatinas e retromolares) (TEN CATE, 2001). A secre¢ao produzida por estas glandulas
¢ denominada saliva e ¢ composta por 99% de dgua. Além da dgua, uma variedade de
componentes se mistura e sao produzidos de forma continua. No entanto, o volume produzido
nao ¢ constante e normalmente aumenta apos o estimulo, principalmente alimentar (gustativo
e mastigatorio), podendo também responder a estimulos visuais e olfativos. A fluidez da
saliva também pode ser modificada e diferentes glandulas podem produzir saliva com
composicao e fuidez variada de serosa a mucdide (TEN CATE, 2001; ALMEIDA et al.,
2008).

A saliva propriamente dita, além de dgua ¢ composta por proteinas, glicoproteinas,
eletrolitos, pequenas moléculas organicas e recebem a adi¢ao de produtos oriundos do sangue
como leucocitos e imunoglobulinas. Age como solugcdo de limpeza, reservatotio i0nico,
lubrificante e tdopao na manutencao do pH, além de mais recentemente terem sido descritos
antioxidantes (como 4cido Urico e ascoérbico) e pequenos peptidios com atividade antibidtica
natural (AMERONGEN ¢ VEERMAN, 2002; BATTINO et al., 2002, LISKMANN et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2008). Com estas caracteristicas a saliva ¢ essencial para previnir €
manter a saude da cavidade bucal. Nos ultimos anos, varios estudos vém surgindo no sentido
de usar a saliva no diagnodstico ndo invasivo de varias doencas metabolicas, eliminacdo de

drogas e detec¢dao de imunoglobulinas especificas para patdgenos (MALAMUD, 2006).

De forma didatica, as fung¢des da saliva podem ser divididas em: 1 auxiliar os

processos gustativos facilitando o contato das substdncias com as papilas gustativas; 2-
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estimular o crescimento e manutencdo das papilas gustativas através da gustina (proteina
presente na saliva); 3- proteger a cavidade bucal de agentes inrritantes (principalmente devido
a acdo das mucinas); 4- lubrificar e proteger a cavidade bucal contra a desidratagdo e a adesao
de agentes patogénicos; 5- facilitar a diluicdo e a limpeza da cavidade durante a alimentagao.;
6- manter o pH da cavidade bucal prevenindo a colonizagdo bacteriana e a a¢do de acidos
produzidos por microorganismos; 7- a¢do na intreguidade dos dentes por modulacido de
desmineralizacdo e remineralizagdo; 8- auxiliar o processo digestivo com agdo de enzimas
como amilase; 9- auxiliar nos processos de reparagdo tissular, principalmente facilitando a
coagulacdo e proliferacdo epitelial (ja foi verificada a presenca de fator de crescimento de
epiderme no produto das glandulas salivares submandibulares); 10- participa¢do na formagao
do biofilme e na preven¢do da formagao de céalculos (por diminuir a preciptacdo de calcio e
ions fosfatos) e, 11- propriedades antimicrobianas (através de varios componentes)

(ALMEIDA et al., 2008).

Dentre todas as funcdes descritas acima, as fungdes antioxidante e antimicrobiana tém
sido foco de estudos recentes, o que vem possibilitando a melhor compreesao destas fungdes.
Por exemplo, Liskmann et al. (2007) verificaram uma redugdo significante de antioxidantes
na saliva de pacientes com doenga peri-implante e sugeriram a suplementagdo com
antioxidantes nestes casos. J4 no tocante a agdo antibacteriana varios autores vém
descrevendo a funcdo de componentes imunologicos (como IgA, leucocitos e antibidticos
naturais como defensinas) e ndo imunoldgicos, como enzimas com capacidade litica,
bactericida, bacteriostatica e agdes sobre bactérias, fungos e outros patogenos. Como exemplo
deste ultimo grupo podemos citar: a lisozina, lactoferrina e a peroxidase, além de glutinina,

histatinas, citastinas, proteinas ricas em plolina etc (ALMEIDA et al., 2008).

As acdes diretas sobre patdogenos como a lise, neutralizagdo e agdo catalisadora tem
sido descrita em varios grupos de microorganismos como exemplo podemos citar o
Streptococcus sp. (ALMEIDA et al., 2008); Porphyromonas gingivalis (MURAKAMI et al.,
1992) e Candida albicans (XU et al, 1991).

Devido as importantes agdes citadas acima os pesquizadores tem se debrugado sobre
os fatores que influenciam a composi¢do e a secrecdo da saliva. Assim, indicadores tdo
variados como o grau de hidrata¢do individual, ciclo circadiano, estimulos visuais, olfativos e
gustativos, uso de medicamentos, uso de estimulantes continuos (como os chiclets); a postura

corporal, a incidéncia de luz, o habito de fumar e o tamanho das glandulas pode contribuir
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para seu funcionamento. Outros fatores como execicios fisicos, ingestdo de alcoolicos,
doencas sistémicas, grau de nutri¢do, sexo e idade também tem sido apontados como capazes
de influenciar a fun¢do das glandulas salivares. No entanto, ndo ha conceso sobre a agao
destes agentes e varios trabalhos com resultados conflitantes tém sido publicados (ALMEIDA
et al., 2008). Notadamente em relacdo a idade, apesar de varios estudos, ndo existe uma
definicdo de composi¢do de saliva nos extremos da vida. Sabe-se que, com o envelhecimento,
parte do parénquima das glandulas salivares vai sendo substituido por tecido adposo e tecido
fibrovascular, levando a diminui¢do do tamanho dos acinos. Mas nao foi provado se estas
alteracdes levam a mudanca na composicdo da saliva (TEN CATE, 2001; ALMEIDA et al.,
2008). Alguns autores sugerem que a composi¢do em condi¢cdo de repouso ¢ diferente nos
individuos idosos mas, que em condicao de estimulo ndao foram evidenciadas diferengas
(NAVAZESH et al., 1992; PERCIVAL et al., 1994; ALMEIDA et al., 2008). Desta forma, a
capacidade de atuagdo da saliva de idosos em condig¢des patoldgicas de cavidade bucal pode
estar preservada, apesar das pequenas alteragdes fisioldgicas na fungdo basal das glandulas
salivares. Assim sendo, a luz do conhecimento atual a acdo antimicrobiana e
imunomoduladora da saliva nao serd significantemente modificada no homem, nao

importando sua idade ou sexo.

Saliva, componentes da mucosa oral e nasal e células do sistema imune compdem uma
barreira fisica, quimica e imunologica a implantagdo de agentes patogénicos na regido. No
local o sistema imune se organiza de maneira particular e, nos ultimos anos, t€ém sido descrito

a organizacao do sistema imune associado as mucosas.

2.6 A ORGANIZACAO DO SISTEM IMUNE ASSOCIADO A MUCOSA

O tecido linfoide associado a mucosa (MALT) corresponde aos 6rgaos linfoides
secundarios ou periféricos, encontrados na lamina propria, e na submucosa de diversos 6rgaos
dos tratos digestivo, respiratdrio, geniturinario, além dos noédulos linféides e do tecido linfoide
difuso, formando arranjos mais complexos como as placas de Peyer do ilio, o apéndice

vermiforme e as tonsilas (palatinas, linguais e faringea) (SIQUEIRA e DANTAS, 2000).
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O conhecimento do MALT ¢ baseado principalmente em estudos na mucosa do trato
gastrointestinal. Muito pouco se sabe da resposta imunologica da mucosa respiratdria e oral,
apesar de ela ser uma porta de entrada para antigenos. Mesmo existindo pequenas diferencas
entre as varias regides revestidas por tecido mucoso, ¢ possivel que as caracteristicas gerais
das respostas imunoldgicas sejam semelhantes em todos os tecidos linféides associados as
mucosas. Nas camadas superficiais das mucosas, ocorre o acimulo de linfécitos e células
apresentadoras de antigenos (APCs- principalmente macrofagos), responsaveis por iniciar a
resposta imunologica local do sistema imune, frente a agressao. Os linfocitos, as APCs e
outras células acessorias podem ser encontrados nos orgdos linfoides secundarios ou
periféricos, que se espalham ao longo das superficies mucosas, formando areas organizadas
ou difusas (SIQUEIRA e DANTAS, 2000). Os linfocitos estdo presentes em grande

quantidade, na camada epitelial, espalhados na lamina prépria e nas placas de Peyer.

As células de cada regido apresentam propriedades fenotipicas e funcionais distintas.
A maioria dos linfocitos intra-epiteliais ¢ constituida de células T. Nos seres humanos, a
grande parte deles ¢ CD8". Os linfocitos com receptor do tipo Y8 correspondem a cerca de
10% do total de linfocitos intra-epiteliais. Esta concentracdo, apesar de ser aparentemente
pequena, € pelo menos o dobro daquela observada na circulacao periférica. A segunda area de
acumulo de células do sistema imune ¢ denominada lamina propria intestinal e contém uma
populacio mista de células que incluem linfocitos T, na maioria CD4", com fendtipo de
c€lulas ativadas. Ela também contém grande quantidade de outros linfocitos e plasmocitos
ativados, assim como macrofagos, células dendriticas, eosindfilos e mastocitos. As placas de
Peyer sdo semelhantes aos foliculos linféides do bago e linfonodos, e a regido central desses
foliculos apresenta uma 4rea rica em células B, e um numero pequeno de células CD4" na
regido interfolicular. As amigdalas faringeas sdo foliculos linféides da mucosa, semelhantes
as placas de Peyer. As amigdalas ou tonsilas sdo 6rgaos que representam uma associacao de
tecido linféide com o epitélio tonsilar. Este pode ser estratificado pavimentoso ou pseudo-
estratificado cilindrico ciliado, com células caliciformes. O tecido linféide ¢ formado por
nodulos linfoides e tecido linféide difuso timo-dependente. Os nodulos das tonsilas mostram
centros germinativos bem desenvolvidos, devido ao contato destes 6rgaos linféides com o
meio externo, o que os mantém em constante atividade. Existem trés tipos de tonsilas: as
palatinas, as linguais e as faringeas. Em conjunto, elas formam o chamado anel de Waldeyer

(SIQUEIRA e DANTAS, 2000).
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Apesar da organizagdo geral semelhante, resposta imunoldgica aos antigenos orais
difere, em alguns aspectos fundamentais, da reposta a antigenos que ocorrem em outros
locais, devido a produgdo de altos niveis de IgA associados ao tecido mucoso, que servem

para neutralizar microorganismos e toxinas (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

A IgA ¢ o principal anticorpo encontrado na lagrima, no leite, na saliva, nas secre¢des
nasais, bronqueal, intestino delgado, prostata e no liquido que umidece a vagina. Na boca, esta
presente na saliva e € resistente a digestdo enzimatica, constituindo um mecanismo de defesa

imunologica contra patdgenos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Como um dos sitios de infeccao da LTA ¢ a regido das mucosas oral e nasal, torna-se
de importancia a compreensao nao apenas do sistema imune das mucosas mas também a

resposta imune estimulada pela infecg¢@o por este protozoario.

2.7 A RESPOSTA IMUNE NA LTA

Os primeiros estudos imunoldgicos para caracterizar a resposta imune celular nas
manifestagdes clinicas da LTA, foram desenvolvidos através da analise do sangue periférico
dos pacientes com doenca ativa. Esses estudos avaliaram a resposta imuno-humoral e celular
nas células T e B circulantes no sangue (CASTES et al., 1983; CASTES et al., 1984;
CARVALHO et al., 1985; CONCEICAO-SILVA et al., 1990).

Castes et al. (1983), Carvalho et al. (1985) e Conceigdo-Silva et al. (1990) observaram
que as respostas linfoproliferativas aos antigenos Leishmania eram significantemente maiores
nos pacientes com a forma mucosa, quando comparada as dos pacientes portadores da forma
cutanea. Entretanto, no estudo realizado por Carvalho et al. (1985), ndo houve diferenca
significativa entre os pacientes com a forma cutanea e os com a forma mucosa em relagdo as
respostas linfoproliferativas aos mitégenos (fitohemaglutinina, concavalina-A e pockewed
mitégeno) e subpopulagdes de linfécitos no sangue periférico (T, B, CD4", CD8" e
CD4"/CD8"). Estes resultados, aparentemente contraditorios, podem ser devido a associagio

entre fatores dos parasitas e dos individuos estudados.
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Conceigdo-Silva et al. (1990), analisando a resposta imune celular no sangue
periférico e nas lesdes dos pacientes portadores de leishmaniose cutdnea e mucosa,
observaram que a freqiiéncia de celulas respondedoras especificas para antigenos de
Leishmania braziliensis (T Lbb) no sangue periférico, variou de 1:107.300 a 1:3.587, nao
sendo significantemente diferente nos pacientes com leishmaniose mucosa ou leishmaniose
cutanea. No entanto, os autores detectaram uma diferenca significativa entre a freqiiéncia de
células T nas lesdes cutaneas (1:748 a 1:45), quando comparadas as lesdes mucosas (1:152 a
1:13). Uma correlacdo positiva foi observada entre a freqiiéncia de células respondedoras nas
lesdes e a: 1- magnitude de hipersensibilidade-tardia (DTH), 2- presenga de necrose
fibrinodide, associada a rea¢do granulomatosa nos sitios das lesdes e 3-severidade da doenca.
Essa associagdo observada entre a severidade da doen¢a na leishmaniose mucosa e¢ o
exagerado numero de células T Lb, nas lesdes, acompanhado pela escassez de parasitas,
sugere um efeito deletério do aumento do nimero de células T na lesdo. Com a melhoria das
técnicas de avaliagdo da resposta imune, assim como o melhor conhecimento dos mecanismos
efetores desta resposta, outros dados puderam ser adicionados, no sentido de ampliar o

conhecimento da imunopatologia da LTA.

A resposta do hospedeiro as infec¢des parece ser regulada por padrdes especificos de
producdo local de citocinas. Estudos em camundongos, referentes a resisténcia a infec¢ao por
Leishmania sp, demonstram que resisténcia e prote¢ao estdo associadas as citocinas do tipo 1
(IL-12 e IFN-y), ao passo que a suscetibilidade a infec¢do esta associada com a produgdo de
citocinas do Tipo-2 (IL-4, IL-5 e IL-10). Esse padrao tem sido correlacionado com o
resultado da infec¢do por Leishmania, nos modelos murinos, com resisténcia versus
suscetibilidade regulada pelas populagdes Thl e Th2, respectivamente. E conhecido também
que tanto os macréfagos de camundongos quanto os de humanos sdo capazes de matar
leishmanias, na presenca de sobrenadantes de linfécitos ativados por IFN-y. Esta citocina €
considerada a linfocina que medeia a morte dos parasitas (PIRMEZ et al., 1993). Estudos
imunologicos em humanos demonstram uma combinagdo de citocinas Thl e Th2, com
predominancia de Thl na leishmaniose mucosa (TAPIA et al., 1993; CASTES et al., 1988;
CARCERES e DITTMAR et al., 1999).

As células T que produzem IL-2 e IFN-y, TNF-a, denominadas células Thl medeiam

a resposta imune celular, pela ativagao dos macréfagos, para matar ou inibir o crescimento de
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patdégenos. De maneira geral, a resposta Thl resulta em uma doenca leve ou de cura
espontanea. Em contraste, a produ¢ao de IL-4, IL-5 e IL-10, que caracterizam a resposta Th2,
estimula a resposta imuno-humoral e inibe algumas células que medeiam a resposta imune.
Estas caracteristicas facilitam a disseminacao da infec¢do, por ndo haver ativacao efetora de
macrofagos para fungdo parasiticida (DA-CRUZ et al., 2002). No entanto, ja foi descrito que,
nas lesdes mucosas, citocinas tipo 1 e tipo 2 coexistem em grandes concentracdes, o que

poderia levar ao desequilibrio e lesdao (PIRMEZ et al., 1993).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria secretada pelos macrofagos e linfécitos, cuja
producdo pode ser regulada por IFN-y. O papel do TNF-0, na patogénese da leishmaniose e
de outras doengas inflamatorias cronicas parasitarias ou bacterianas, ¢ fortemente sugerido

pelo aumento dos seus niveis no soro € em sobrenadantes de cultura de linfécitos (DA-CRUZ

et al.,2002).

Por outro lado, a IL-10 € considerada a maior citocina modulatdria da resposta imune
nos pacientes com leishmaniose mucosa (DA-CRUZ et al., 2002). Dentro desse contexto,
Bacelar et al. (2002), avaliaram 21 pacientes com leishmaniose mucosa, para detectar o perfil
de citocinas produzidas pelas células do sangue periférico, em resposta aos antigenos
Leishmania, assim como a habilidade da IL-10 e do TGF- para modular a resposta imune.
Esse estudo sugeriu que a leishmaniose mucosa ¢ caracterizada pelo aumento da produgao de
IFN-y ¢ TNF-o e diminuigdo de IL-10. O CD4" ¢é a principal fonte de produgio de IFN-y e
TNF-o, nos pacientes com leishmaniose mucosa. O IFN-y e o TNF-a sdo produtos
necessarios para matar a Leishmania, mas sua presenga implica em inflamagdo, causando
dano tecidual. No entanto, apesar de o IFN-y e o TNF-o representarem um importante
mecanismo de defesa contra esses parasitas, estudos prévios tem mostrado que o controle e a
cura da doenga ndo sdo seguidos de esterilizagdo. Essas conclusdes sustentam o fato de que a
adicao enddgena de IFN-you de produtos das células T de pacientes com leishmaniose
mucosa, em culturas de macréfagos humanos infectados com Leishmania, ndo elimina os
microorganismos. Em adi¢do, nos pacientes com leishmaniose mucosa a presenga de IL-10
mesmo em concentracdo nao elevada pode diminuir a habilidade de responta aos antigenos

Leishmania.
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Faria et al. (2005), sugeriram que a intensa destruicao tecidual observada na LM ¢
conseqiiéncia de uma resposta imune inflamatdéria exarcebada, ndo controlada, ¢ com
atividade citotoxica. Os autores primeiramente identificaram as fontes celulares da
citotoxicidade inflamatoria e anti-inflamatorias, além da expressao das moléculas efetoras, ¢ a
expressao do receptor de IL-10 nas lesdes de LM e LC, através da microscopia confocal. As
lesdes de LM apresentaram maior quantidade de IFN-y comparadas com as lesdes de LC. Em
ambas LM e LC, o IFN-y era produzido em maior quantidade nas células CD4", seguidas
pelas células CD8" ¢ CD4'CDS8". O nimero de células produzindo TNF-a, bem como IL-10,
foram similares, tanto na LM e como na LC. O estudo da molécula Granzima A mostrou
maior expressdo nas lesdes LM que nas LC, enquanto em NOS2 nao foi diferente.
Finalmente, a expressdo do receptor de IL-10 era menor nas lesdes LM que nas LC. Deste
modo, os autores identificaram padrdes de citocinas distintas e populagdes celulares para LC e
LM, e sugeriram um mecanismo possivel para o desenvolvimento da doenca mucosa, através
da demonstracdo de que a baixa expressao de receptores IL-10 esta presente em conjunto com

um padrdo citotoxico e inflamatorio na LM.

Da Cruz et al. (2002), investigando a resposta imune celular mediada pelas células T
de sangue periférico em pacientes com leishmaniose mucosa, encontraram similaridade entre
estes e os resultados dos pacientes com leishmaniose cutinea, pelas elevadas proporcdes de
células T CD4" e CDS8", reativas a L. braziliensis. Além disso, pacientes com leishmaniose
mucosa, durante a doenca ativa, apresentavam producao elevada de IFN-y e outras citocinas
do tipo 1, mas também apresentavam citocinas do tipo 2 (IL-4 e IL-5) em quantidade

apreciavel, fato que ndo era observado nos pacientes com a forma cutinea.

Gaze et al. (2006), estudaram as células mononucleares no sangue periférico de 17
pacientes com LC e, em 9 pacientes, com LM, tanto ex vivo quanto apds cultura com o
antigeno Leishmania soltvel (SLA). Os pacientes com LM apresentaram elevadas freqiiéncias
de células T ativadas ex vivo com fendtipo CD4 ' CD69", CD4'CD28" e CD8'CD69" quando
comparadas com os com LC. Além disso, ao estimulo com SLA, os pacientes com LM
apresentavam maior freqiiéncia na producdo de TNF-a, nas células CD4" e CD14", quando
comparados aos individuos LC. Em adicdo, os pacientes LC apresentaram uma correlagdo
positiva entre a freqiiéncia de IL-10 e TNF-q, fato ndo observado nos pacientes com LM.

Essa falta de correlacdo positiva na produgdo de IL-10 e TNF-a (produzidos por monocitos na
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LM) poderia levar a um menor controle na resposta inflamatdria in vivo. Esses resultados
corroboram o modelo de uma resposta imune exarcebada e nao regulada, nos pacientes com
LM, e ¢ o ponto chave que poderia levar ao desenvolvimento da imunopatologia nos pacientes

LM.

Carvalho et al. (2007), investigaram fatores imunologicos que poderiam explicar
alguns mecanismos imunes regulatorios entre os pacientes com LM e LC, comparando a
freqiiéncia de moléculas co-estimulatdrias, marcadores apoptoticos, marcadores de ativagao
de células T, assim como a habilidade dos anticorpos para aneutraliza¢do das interleucinas IL-
2, IL-12, IL-15, para diminuir a producdo de IFN-y nas células monunucleares do sangue
periférico (PBMC), estimuladas com antigenos Leishmania. Na LC, anti IL-12 e IL-15,
suprimem significantemente a produ¢do do antigeno IFN-y, enquanto na LM, apenas o IL-12
suprime a produgdo de IFN-y. Observou-se na LM maior freqiiéncia de células T CD4,
expressando CD2§", CD69" ¢ CD62L1 0w, quando comparada a LC. Esses dados indicam que
uma resposta exarcebada do tipo 1 na LM, ¢ diferencialmente regulada e ndo apropriadamente
inibida, com o aumento da freqiiéncia de células T efetoras ativadas, mantendo a resposta

inflamatoéria persistente € o dano tecidual observado na LM.

Pirmez et al. (1993), sugeriram que o curso clinico da infeccdo por Leishmania
braziliensis no homem estaria associado com o padrao local especifico de producao de
citocinas, pois observaram predominancia relativa de RNAm de citocinas do tipo 1, como a
IL-2, IFN-y e linfotoxinas, em lesdes cutaneas localizadas e em reagdes de hipersensibilidade
tardia provocadas pela IDRM. Nas lesdes provenientes de formas cronicas e mucocutaneas
destrutivas da leishmaniose, havia a presenc¢a simultanea de RNAms de citocinas do tipo 1 e
2, porém, com marcante abundancia de IL-4 e, em menor quantidade, IL-5 e IL-10. Outras
citocinas como TNF-a , IL-1f3 e GM-CSF, IL-2 e IFN-y ¢ linfocinas apresentaram propor¢des

semelhantes, tanto na leishmaniose cutanea como na leishmaniose mucocutanea.

Além dos linfocitos T e citocinas, outros tipos celulares podem estar diretamente
envolvidos na organizacdo da resposta imune nas leishmanioses. Blank et al. (1993),
estudaram as células de Langerhans no curso das leishmanioses, em culturas celulares.
Sustentaram o conceito de que, na inoculagdo de L.major na pele, os organismos viaveis

seriam ndo apenas fagocitados por macréfagos, mas também pelas células de Langerhans. Os
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pesquisadores propuseram que a fungdo principal das células de Langerhans contendo
L.major fosse apresentd-las as células T. Elas poderiam expressar essa atividade apods
migracao para os linfonodos drenantes e iniciar respostas celulares especificas para L.major,
por estimulo quiescente nas células T. Além disso, elas poderiam ser cruciais para a regulacao
da resposta imune local no infiltrado das lesdes cutaneas, pela apresentagdo do antigeno

parasita para as células efetoras.

Moll et al. (1993), em estudo posterior, enfatizaram o papel critico das células de
Langerhans na leishmaniose, documentado por imunofluorescéncia in vivo: as células de
Langerhans teriam a habilidade para transportar L.major da pele para os linfonodos regionais

para iniciar uma resposta celular imune.

Ja o papel das selectinas—E (CD62E) tem sido pouco documentado na literatura. Sao
escassos estudos referentes a leishmaniose cutdnea, ¢ os existentes foram realizados em
cultivos celulares, citometria de fluxo e anélise de citocinas (SUNDRKOTTER et al., 1996;
ZAPH e SCOTT 2003). Segundo Sundrkétter et al. (1996), as células T murinas ativadas in
vivo sdo capazes de induzir expressdo de selectina-E in vitro. Posteriormente, foram estudados
camundongos BALB/C eutimicos (normais) e camundongos BALB/C atimicos (nude-
deficiente na fun¢do das células T), para avaliar se linfocitos T também regulam selectina-E.
A avaliagdo foi realizada em modelos de inflamacao cutanea cronica (leishmaniose) e aguda
(dermatite de contato alérgica e dermatite de contato irritante). Na ultima, ndo haveria um
papel decisivo para as células T. Os pesquisadores constataram que os camundongos atimicos
apresentaram uma expressao deficiente de selectina-E, nos modelos de imunidade mediada
por células que, poderia sugerir dominacao para reconstituicado com antigenos especificos para
as células T. Em adicao, Zaph e Scott (2003), avaliando o papel das selectinas endoteliais P e
E no desenvolvimento da imunidade e patologia, durante a resposta imune contra o
patdgeno intracelular L. major, verificaram que ambas ndo sdo necessarias para a expressao

da resposta imune protetora contra a leishmaniose cutanea.

Outras células tém sido objetivo de estudos na leishmaniose, entre elas podem-se citar
os neutrdfilos. O estudo dessas células no modelo murino de infec¢do por L. major sugere que
elas estdo envolvidas na resisténcia a infec¢ao na leishmaniose cutanea. Evidéncias mostram
que essas células predominam nas fases iniciais de infec¢ao e seus nimeros decrescem com a

progressdo da infeccdo. A detecgdo de neutrdfilos em areas de destruicdo de parasitas, a
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visualizagdo deste tipo celular contendo parasitas intracelulares e a sua reducdo em numero
com o decorrer da doenga, sugerem uma importante fun¢ao parasiticida durante a fase aguda

de infeccdo (POMPEU et al., 1991).

Lima et al. (1998), verificaram um intenso infiltrado de polimorfonucleares,
predominantemente neutréfilos, na derme de camundongos BALB/C e C57BL/6, nas
primeiras horas apds a infeccdo por L. major. Esses neutrdofilos apresentaram um ou mais
parasitas no interior de seus vacuolos citoplasmaticos. Com a evolugdo, o quadro
histopatologico mudava completamente, e os polimorfonucleares passavam a ser raros
gerando predominancia de mondcitos e macrofagos. A observagdo de significante nlimero de
parasitas com diversos graus de degeneragao, no interior dos neutroéfilos, sugeriu que este tipo
celular atuava de forma ativa na destruicdo de parasitas. A deple¢ao de neutrofilos levou ao
desenvolvimento de lesdes mais severas e aumento da carga parasitaria no linfonodo drenante.
Esses dados mostram a importancia da imunidade inata no controle da populacdo parasitaria,

nos primeiros momentos de infec¢do pela Leishmania sp.

Conforme Venuprasad et al. (2002), o controle da infeccdo por neutréfilos ¢ mediado
por alteragdes na fungdo de células T. A ativagdo da molécula CD28 em neutréfilos, apds
interacdo com a molécula B7 de macréfagos, resultou na liberagao de IFN-y. Como efeito da
presenga dessa citocina, houve a restricdo do crescimento parasitdrio e a modulacdo da
secrecio de citocinas por células TCD4", levando a alta liberagdo de IFN-y e menor expressao
de IL-4. Assim, os neutrofilos foram capazes de direcionar a resposta de células T para tipo
1, com conseqiiente aumento da atividade leishmanicida e controle da carga parasitaria.
Ribeiro-Gomes et al. (2004), evidenciaram que interagdes entre macrofagos e neutrofilos
mortos influenciavam, de forma importante, a resposta do hospedeiro a infec¢ao, podendo ser
pré-inflamatoria ou anti-inflamatoéria, dependendo da cepa de camundongo utilizada. Cepas
suscetiveis (BALB/C) apresentavam produ¢do de TGF-B por macrofagos e alta carga
parasitaria. Camundongos resistentes (C57BL/6) apresentaram producdo de TNF-ae
destruicdo parasitaria. Tacchini-Cottier et al. (2000), observaram que a deplecdo de
neutrdfilos de camundongos BALB/C prevenia o pico recente de RNAm para IL-4 e era capaz
de inibir o desenvolvimento de células Th2. Em paralelo, havia resolu¢ao de lesdo e este

efeito protetor mostrava-se dependente de I1L-12.



58

Alguns dados demonstraram o envolvimento de neutréfilos em doenga humana. Van
Zandbergen et al. (2004), observaram que neutréfilos humanos obtidos de sangue periférico
fagocitavam, porém nao eram capazes de eliminar o parasita. Estas células infectadas
secretavam altos niveis de quimiocinas MIP-13 que atraiam os macrofagos. Os macrofagos
rapidamente fagocitavam os polimorfonucleares apoptéticos e infectados, o que resultava na
liberagdo de TGF-B (citocina anti-inflamatéria). Assim, os parasitas internalizados eram
capazes de sobreviver e se multiplicar nos macrofagos, utilizando os neutréfilos como um

meio para entrar silenciosamente em sua célula hospedeira final.

Mesmo com todo o conhecimento j& produzido, ainda ndo foi possivel correlacionar,
de forma direta, a evolugdo das leishmanioses e alguns fatores envolvidos no estimulo da
resposta imune. Os estudos in sifu, poderiam contribuir para o esclarecimento destas questdes.
Assim, principalmente nos ultimos anos, as técnicas de estudo in situ como a hibridizacdo e a
imuno-histoquimica, tornaram-se ferramentas importantes para o entendimento da
imunopatologia de uma grande variedade de doencas infecciosas, incluindo a leishmaniose,
pois permitem a identificacdo in situ do agente infeccioso e do tipo de células e citocinas
envolvidas na resposta inflamatoria (AMATO et al., 2003). Entretanto, a maioria desses
estudos sdo realizados em lesdes cutaneas. Os dados referentes as lesdes mucosas sdo bastante
escassos, nao permitindo conclusdes consistentes. Neste sentido precisamos associar o

conhecimento da resposta imune das lesihmanioses com os achados in sifu nas lesdes.

2.8 RESPOSTA IMUNE CELULAR IN SITU

2.8.1 Estudos na pele

A técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpos monoclonais (mAb) contra
antigenos de superficie de células inflamatorias permite investigacdo da resposta imune
celular no sitio das lesdes de pele. A caracterizagao das células T na leishmaniose e em outras
doengas granulomatosas tem demonstrado que a densidade de linfocitos no tecido pode ser
significantemente diferente. Por essa razdo, ¢ importante que se realize uma caracterizagao

imuno-histoquimica do infiltrado inflamatorio dos pacientes com LTA (MODLIN et al.,
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1985; BARRAL et al., 1987; ESTERRE et al., 1992; LIMA et al., 1994; ISAZA et al., 1996;
DIAZ et al., 2002).

Barral et al. (1987), caracterizaram os linfocitos T em 10 pacientes com leishmaniose
cutdnea ¢ com leishmaniose mucosa pela técnica de imuno-histoquimica. Houve uma
predominancia de células T CD4" sobre as CDS" em ambos os grupos. A razdo entre essas
duas subpopulagdes no sangue periférico era similar as das lesdes. Com base nos resultados,
os autores concluiram que a imunopatogénese das lesdes de pele seriam semelhantes as das

lesOes nasais da leishmaniose mucosa.

Castes et al. (1988), encontraram maior propor¢io de células T CD4" sobre as células

+ ~ . . A
CD8’, tanto nas lesdes de leishmaniose cutanea quanto nas de mucosa.

Em estudo posterior, Esterre et al. (1992), caracterizaram a resposta imune celular na
leishmaniose cutanea localizada e observaram que o infiltrado inflamatoério era composto, em
sua maior parte, por linfocitos T, macrofagos e uma pequena porcao de células B, natural

killer ¢ granulécitos. Além disso, as células CD4" e CDS8" apresentavam-se em quantidades

iguais.

Lima et al. (1994), encontraram resultados semelhantes quanto a propor¢ao de
linfocitos T CD4" ¢ CD8" e células B e, quando relacionaram o tempo de lesdo e o fenotipo
celular, notaram também que a porcentagem das células positivas se mantinha fixa para todos
os tipos celulares, com excecdo das células T Y8, que se reduziram com o tempo. A partir
desses resultados, esses pesquisadores concluiram que, provavelmente, estas células seriam

importantes na fase inicial da resposta imune na doenca granulomatosa.

Xavier et al. (2005), conduziram um estudo in situ quantitativo da densidade de
células de Langerhans CDla’, em bidpsias obtidas de pacientes com lesdes de LTA, sem
tratamento prévio, assim como em individuos controles sadios. A densidade de células de
Langerhans foi significativamente maior entre pacientes infectados, quando comparados com
os controles. A quantidade de parasitas foi proporcionalmente inversa e diminuiu nos
pacientes cronicos. A leishmaniose cutanea localizada apresentava um aumento nas
populagdes celulares, quando comparada com a leishmaniose difusa. Uma tendéncia no

aumento da densidade de parasitas foi observada nas células de Langerhans dos pacientes
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infectados por Leishmania (L) amazonensis, quando comparados com os pacientes com

Leishmaia (V) braziliensis sp.

Diaz et al. (2002), realizaram a caracterizagao fenotipica de leucdcitos e moléculas
associadas a ativacdo nos sitios de lesdes cutaneas de pacientes com diferentes formas clinicas
(leishmaniose cutanea difusa - LCD, leishmaniose cutanea localizada - LCL e leishmaniose
cutdnea cronica - LCC). Foi observado que o numero de células T CD4" ¢ CD8" foi
semelhante nas lesdes dos pacientes de LCL e LCC, e significativamente diferente nas lesdes
dos pacientes de LCD. Além disso, as lesdes de LCL apresentaram cerca da metade do
nimero de células CD69" recentemente ativadas, quando comparado as lesdes de LCC.
Porém a maioria era CLA", (antigeno leucécito cutdneo) enquanto LCC apresentaram
nimeros mais altos de células CD69", somente um ter¢o expressando CLA". Segundo os
autores, isso sugere que o granuloma de pacientes LCC contém muitas células T ativadas que
ndo sdo “marcadas/primadas” com o antigeno cutaneo, contribuindo assim para uma resposta
imune aberrante. Por outro lado, o granuloma dos pacientes LCD apresenta os menores
nimeros de células CLA™ e CD69", o que poderia ser associado ao estado tolerogénico

caracteristico destes pacientes.

A enzima NOS2 foi detectada nas lesdes de pele de pacientes com psoriase,
tuberculose, hanseniase. Em monocitos e macréfagos, de pacientes tratados com hepatite C e
mondcitos de criangas com malaria cerebral. Em dois relatos através da imuno-histoquimica,
foi demonstrado que a presenca de NOS2 ocorre, também, durante a resposta imune no bago e
na medula oOssea de pacientes com leishmaniose visceral ocasionada pela Leishmania
donovani e chagasi. Essa enzima ¢ um dos mecanismos-chave da defesa da fagocitose em
mamiferos (STENGER et al., 1994; BOGDAN, 2001, BRANDONISIO et al., 2001). Estudos
realizados em roedores demonstram que o controle de muitos patégenos, em diferentes
infecgcdes (incluindo viroses, bactérias, protozoarios, fungos e helmintos), ¢ estritamente
dependente da expressao da atividade de NOS2. A maioria do conhecimento neste sentido foi
obtido através da andlise in vivo de camundongos tratados com inibidores de NOS2, ou
portanto uma dele¢do no gene NOS2. Esta enzima ¢ responsavel pela produg¢do do NO, a
partir do substrato L-arginina (LIEW et al., 1990). Varios relatos demonstram que o radical
NO ou derivados dele nao apenas agem diretamente como molécula efetora antimicrobiana,
mas também exercem efeito imunorregulatorio protetor para o hospedeiro. Os macréfagos sao

as principais células produtoras de NO (FACCHETTI et al., 1999), porém outros tipos
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celulares podem produzi-lo, como, por exemplo, os linfécitos T, fibroblastos, células

dendriticas e células NK (BOGDAN, 2001; QADOUMI et al., 2002).

A NOS2 apresenta um papel importante na eliminacao das leishmanias, pela ativagao
dos macréfagos pelo IFN-y que leva a morte dos parasitas via NO, ao passo que IL-4 inibe a
producao de NO nos macrofagos murinos. Recentemente, a NOS2 foi demonstrada nas lesdes
de leishmaniose cutinea em humanos (DIAZ et al., 2005). As citocinas do tipo 1 estio
envolvidas na producao de NO, especialmente IFN-y e TNF-a, que poderiam agir em

sinergia.

Qadoumi et al. (2002), sugerem que tanto as citocinas quanto a NOS2 sao
indispensaveis para a resolucdo das lesdes em camundongos infectados pela L. major e L.
donovani. Esses autores também relataram o primeiro estudo que sugeriu uma funcao
anti-leishmanicida do NOS2 nas infecgdes por Leishmania em humanos. Ao analisar bidpsias
de pele realizadas em pacientes com LCL e LCD ocasionadas por Leishmania mexicana,
encontraram que a expressdo de NOS2 era mais proeminente nas lesdes de LCL com a
presenga de poucos parasitas, ao passo que, nas lesdes altamente parasitadas de LCD, apenas

poucas células NOS2 positivas foram detectadas.

Diaz et al. (2005) avaliaram pela imuno-histoquimica, a presenca de citocinas e NOS2
nas lesdes de leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutidnea intermediéria
(LCI) e leishmaniose cutanea difusa (LCD), podendo ser verificada nos granulomas da LCL
uma predominancia de IFN-y e IL-12, ao passo que, nos granulomas da LCI, predominavam
IL-4, IL-10 e TGF-B1 nas células. Observaram também a expressdo de NOS2, nos
queratinocitos das lesdoes de LCL e LCI e nas células dendriticas epidérmicas das lesdes de
LCI. Na LCL e LCI, a maioria dos queratindcitos expressavam IL-12, e uma por¢ao IFN-
Y. As células dendriticas, IL—12 e IFN-yeram esparsas ou ausentes na epiderme da LCL e
LCI. Os resultados mostraram a importancia do NOS2, IL-12 e IFN-y nas lesdes de LCL e
LCI, enfatizando a existéncia de uma mistura no padrao de citocinas na LCI, diferente da

resposta Th1 e Th2 estabelecidas nas lesdes de LCL e LCD.

Além da atividade inflamatoria, os fendmenos da morte celular também tém sido

importantes na regulagdo da resposta imune. Existem descritos na literatura alguns estudos
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experimentais in vitro e in vivo relatando a importancia do sistema Fas/FasL no
desencadeamento da apoptose. Um destes estudos foi publicado por Conceicdo-Silva et al.
(1998), que utilizaram o modelo murino de infeccdo por L.major e observaram que
camundongos infectados por L.major, deficientes de sistema Fas, ndo apresentavam
cicatrizacdo de suas lesdes. Também evidenciaram que a administragcdo de FasL recombinante
aos camundongos deficientes deste indutor resultava na resolucdo das lesdes cutineas,
demonstrando a importancia desta via na eliminagdo de parasitas ¢ modulagdo da resposta
imune. Ainda observaram que os macrofagos infectados in vitro aumentavam a expressao de

Fas em resposta ao IFN-v, tornando-se suscetiveis a apoptose induzida por células T CD4.

El-Kowrany et al. (2001), analisaram lesdes cutaneas e amostras de soro de
camundongos suig¢os albinos e também de pacientes com leishmaniose, para investigar o
sistema Fas/FasL. como indutor de apoptose e citocinas leishmanicidas no desenvolvimento
das lesdes cutaneas. Os resultados mostraram um aumento significante de IFN-y, TNF-a, NO
e Fas soluvel, tanto em camundongos como em humanos infectados. O Fas presente nas
lesdes teciduais foi maior nas amostras humanas que nas murinas. A expressdao de Fas era
reduzida nos camundongos infectados cronicamente, quando comparada com as com lesdes

agudas tardias.

Chakour et al. (2003), investigaram a contribuicdo do TNF e FasL no controle da
replicagdo e desenvolvimento de lesdes apo6s infeccdo com L. major. Camundongos
deficientes Bo6gld XB6 (TNF'/') gld TNF” e camudongos resistentes C57BL/6 foram
analisados quanto ao curso da doenga, a resposta primdria no sitio de inoculagao do parasita e
o desenvolvimento da resposta celular T CD4". Os resultados obtidos sugeriram que o
controle da replicacdo parasitaria dentro do sitio de inoculagdo ndo requer apenas NOS2 e

IFN-v, mas também FasL funcional, enquanto a contribui¢cao de TNF ¢ minima.

Morgado et al. (2008), estudando lesdes cutaneas de LTA, mostrou uma reagdo
inflamatéria produzida principalmente por linfocitos T e macréfagos. Em adi¢do, uma
correlacdo negativa entre NOS2 e deteccdo de parasitas foi observada, sugerindo um papel
direto de NOS2 no controle parasitario. Para avaliar o curso da cura clinica em cicatrizes, foi
avaliada também a composi¢cdo de células e marcadores de inflamacdo nas cicatrizes das

lesdes. Foi possivel detectar pequenas areas de agrupamentos celulares por todo o tecido
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fibroso, bem como proximo aos vasos e glandulas cutdneas. A andlise dos tecidos cicatriciais
mostrou uma redu¢do importante na expressao de NOS2, E-Selectina, Ki67, Bcl-2 e Fas,
quando comparados com as lesdes. Em adi¢do, cicatrizes com 3 anos de duragdo também
apresentaram uma reducgdo de CD3", CD4" e CD8", bem como de célula de Langerhans. Em
conjunto, os resultados nas células sugeriram que 1- A reacdo inflamatdria mostra um padrao
de celularidade durante a fase ativa das lesdes de LTA o qual modifica-se lentamente,
equilibrando-se de forma gradativa e lenta, apOs a cicatrizagdo clinica das lesdes. 2- As
analises de 3 anos de cura clinica apresentam uma importante redug¢ao da reacao inflamatoria,
demonstrada pela diminui¢do da celularidade e da expressao dos marcadores de atividade. Os
dados sugerem que, apds esse periodo, o equilibrio entre o hospedeiro e o parasita é obtido no

lugar.

Em resumo, os resultados até agora obtidos nos estudos in sifu de lesdes cutaneas
sugerem um processo inflamatério intenso, principalmente nas lesdes recentes, composto
principalmente por linfocitos T e macréfagos, com sinais de ativagdo. A intensidade do
infiltrado inflamatério tende a diminuir quando comeca haver o controle do nimero de
parasitas no local, dando exemplo aos processos de cicatrizagdo. Neste particular, a
cicatrizacdo na LTA parece ser um fenomeno dinamico e lento, com manutencao de atividade

inflamatoria residual sob o tecido aparentemente cicatrizado.

2.8.2 Estudos na mucosa

Poucos estudos na literatura descrevem a resposta imune in situ na leishmaniose
mucosa. Desta forma, muitos mecanismos imunoldgicos e etiopatogénicos ainda permanecem
obscuros. As publicagdes existentes analisaram a caracterizacdo fenotipica das células
presentes no infiltrado inflamatério (MARTINS-ARENDEZ et al., 1991; ESTERRE et al.,
1994; AMATO et al., 2003). Até o presente momento, nao foi identificado nenhum estudo

com marcadores de atividade funcional.

Martinez-Arendes et al. (1991), estudaram lesdes de seis pacientes com leishmaniose
mucosa nasal e encontraram a razdo CD4'/CD8" de 1.24 * 0.09, indicando uma proporgao

importante de células T CD8". Por outro lado, a elevada proporgio de células T auxiliares
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CD4" observadas nas lesdes mucosas poderia ter correlagdo direta com a diminui¢io do
nimero dessa subpopulagao de células, encontrado no sangue periférico, como verificado por
outros investigadores (CARVALHO et al., 1985; CASTES et al., 1988). Outro dado relevante
nesse estudo foi a ndo deteccdo de células de Langerhans (CD1a") na mucosa nasal. Como as
células de Langerhans também podem ser infectadas por Leishmania sp. in vitro
(DOMPMARTIM et al., 1998), a escassez de células de Langerhans no epitélio das lesdes
mucosas poderia refletir a migracdo seletiva de células de Langerhans, contendo Ag
capturados do epitélio para os linfonodos regionais. A auséncia de células de Langerhans no
epit¢lio ja foi também identificada em outras lesdes mucosas, como as virais

(DRIJKONINGEN et al., 1988).

Esterre et al. (1994), estudaram 57 pacientes com lesdes de leishmaniose mucosa e
encontraram linfocitos T (sendo a maioria CD4") predominantes sobre os linfécitos B. Os
macrofagos infectados eram encontrados raramente, embora tenha sido possivel observar
algumas amastigotas intra-celulares. Nao foram observadas amastigotas, extra-celulares. Os
autores também sugerem que a topografia dos vasos na LM poderia induzir uma maior

angiogénese na mesma, quando comparada com a LCL.

Amato et al. (2003), ao estudarem a caracterizagdo in situ da resposta inflamatoria na
LM, antes e ao final do tratamento, demonstraram a reducao/desaparecimento das lesdes
inflamatérias € o desaparecimento de formas amastigotas, apos o tratamento especifico.
Apesar disso, o infiltrado de linfocitos T CD4" e CD8" ou antigenos de Leishmania

persistiram nas lesdes tratadas, sugerindo manutencao do estimulo ao processo inflamatorio.

Palmeiro et al. (2007), relataram um caso de LTA acometendo cavidade oral, cujo
primeiro diagnéstico tinha sido paracoccidioidomicose. O estudo imuno-histoquimico da
lesdo gengival demonstrou intenso infiltrado inflamatorio, composto principalmente por
linfocitos T CD3 e macrdofagos. As células CD8 foram predominantes sobre as células CD4. E

em adi¢do, uma alta concentragao de neutréfilos pode também ser observada.

Nao foram encontradas referéncias na literatura de estudos com os marcadores
funcionais de superficie celular e nuclear, respectivamente, NOS2, Sistema Fas-FasL, Bcl-2,
CLA CD62E e Ki67, em lesdes de leishmaniose mucosa em atividade. Os poucos relatos da

atividade dos marcadores funcionais mencionados anteriormente sdo de trabalhos realizados
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em mucosa referentes a outras doengas infecciosas, como a paracoccidioidomicose (PCM) e
doenca periodontal, doengas inflamatorias como o liquen plano e lipus eritematoso. As

displasias, cancer, hanseniase, sinusites cronicas nao alérgicas, rinites também.

Em resumo, indicios de correlagdo positiva entre o processo inflamatorio e a evolucao
das lesdes de LTA, associada a escassez de dados sobre as lesdes mucosas, apontam para a

necessidade de estudos nesta area.

2.9 ESTUDOS NO SANGUE PERIFERICO E IN SITU DA MUCOSA EM OUTRAS
DOENCAS INFECCIOSAS E INFLAMATORIAS

Estudos no sangue periférico e in sifu para avaliar resposta imune celular, nas lesdes
de mucosas em outras doencas infecciosas, como a doenca periodontal e a
paracoccidiodomicose, hanseniase, sinusites cronicas ndo alérgicas, rinites alérgicas e nao
alérgicas foram relatados na literatura (MOSCARDI-BACCHI et al., 1989; YAMAZAKI et
al., 1995; FOKKENS et al., 1989; FOKKENS ef al., 1990, FOKKENS, 1998; LAPPIN et al.,
1999 e 2000; GREVERS et al., 2000; PETIT et al., 2001; BATISTA et al., 2002;
CAMPAINELLI et al., 2003; NEWORAL et al., 2003; KAMINAGAKURA et al., 2006).

Petit et al. (2001), analisaram o fenotipo e funcdo das células T, em amostras do
sangue periférico na doenca periodontal. O estudo foi composto por dois grupos: um, de
pacientes com periodontite e outro de pacientes com gengivite. Os resultados mostraram que
o namero de células T CD3", CD4" e CD8" , bem como a razdo CD4'/CD8" e capacidade
proliferativa das células T, ndo foi diferente entre os dois grupos. Além disso, proporcdes de
células T virgens e de memoria de ambas subpopulagdes CD4" e CD8" ndo foram diferentes.
A atividade funcional dos compartimentos celulares T CD4" ¢ CD8" foi determinada pela
analise intracelular de IFN-y e IL-4. Com base nas analises posteriores entre as células CD4"
e CD8", fungdo Thl e Th2 e citotoxicidade das células T (Tcl) ou a fungdo (Tc2). Nenhuma
diferenca significativa nas propor¢des das células CD4" ¢ CD8" para IFN-y e IL-4 intercelular
foi observada nos pacientes com periodontite e gengivites controles. Entretanto, niveis
elevados de IL-4 intercelular nas células T CD8" foram vistos nos pacientes com periodontite.

Isso poderia indicar uma alteracdo em dire¢do a funcdo Tc2 dentro das subpopulagdes de
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células T CD8". Como estes resultados foram obtidos em células isoladas do sangue

periférico, seria necessario o exame in situ das lesdes, para confirmar estes achados.

Lappin et al. (1999), estudaram a propor¢dao relativa das células no infiltrado
inflamatorio mononuclear, em amostras de tecidos periodontais de pacientes com
periodontite de adulto (PA) e periodontite de estabelecimento precoce (PEP), assim como em
casos de gengivite. Um nimero significante de células T foi observado nas amostras de PEP e
gengivites, quando comparadas as amostras de periodontite de adulto. Em adi¢dao, um elevado
numero de células B foi observado nos tecidos de periodontite de adulto, quando comparado
aos das gengivites. Nao houve diferenca significativa em relagdo aos macrdéfagos nos tecidos
analisados. Os autores concluiram que essas diferengas nas proporcdes relativas de células B,
células T e macréfagos poderiam refletir uma diferenca na imunopatologia da periodontite de

adulto e da periodontite de estabelecimento precoce.

O NO ¢ um importante mediador pro-inflamatdrio na doenga periodontal, a partir da
enzima NOS2, que ¢ secretada numa variedade de cé€lulas, com agdo direcionada para a lise
dos patdogenos. Além disto, NO estd envolvido na regulagdo da funcdo dos tecidos

mineralizados e na manutengdo do ligamento periodontal (MATEJKA et al., 1998).

Moscardi-Bacchi et al. (1989), através da técnica de imuno-histoquimica,
caracterizaram os granulomas causados pelo Paracoccidioides braziliensis. Bidpsias de pele
ou mucosa ¢ linfonodos com paracoccidioidomicose disseminada foram estudadas. Os
linfocitos T eram distribuidos em um padrao localizado, formando os granulomas epitelidides,
ou em arranjos difusos, predominantemente ao redor dos vasos. Nos granulomas, as células T
formavam um manto periférico ao redor dos agregados centrais dos macrofagos. A maioria
dos linfécitos era de células T CD4, com poucas células CD8. Em contraste, pacientes
apresentavam-se com uma diminui¢do no numero de linfocitos CD4 periféricos e uma
correspondente diminuicdo na razdo CD4/CDS8. Nao houve nitida relacdo ente razado
CD4/CDS8 e o nivel de imunodepressao celular desses pacientes. Baixos titulos de anticorpos
Paracoccidioidis braziliensis foram detectados nos pacientes com a maior razdo CD4/CDS§
nos tecidos. Em conclusdo, os autores sugeriram que o padrao de distribui¢do de linfécitos T
nos granulomas P. braziliensis, com uma predominancia de fenotipo auxiliar, poderiam

indicar que essas cé¢lulas estdo ativamente envolvidas no processo da doenga.
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O papel do NO na infec¢do de P. braziliensis ainda ndo foi bem esclarecido. Gonzales
et al. (2000), mostraram que a producdo de citocinas e NO pelos macrofagos inibe a
transformagio de conidio para levedura, passo crucial para o estabelecimento da infec¢do. E
sabido que a expressao de NOS2 nos macrofagos ¢ fundamental na morte do fungo. O NO
pode ser protetor, agindo como uma molécula efetora na citotoxicidade dos macrofagos e
como um regulador na resposta inflamatdria, mas poderia apresentar efeito secundario,
causando imunossupressio (NEWORAL et al.,, 2003). Nascimento et al. (2002),
demonstraram que o NO ¢ essencial para resisténcia a micose, pois a deficiéncia de NOS2 em

ratos tornaram-nos extremamente suscetiveis a infeccdo por Paracoccidioides braziliensis.

O balango entre a resposta das células T e conseqiiente ativacdo dos macréfagos tem
um papel regulatorio importante na determinagdo do curso da inflamacdo por
Paracoccidioides braziliensis em humanos. Dependendo do seu estado de ativagdo, os
macrofagos podem ou ndo ser toxicos para os parasitas. O mecanismo das citocinas,
induzindo atividade fungicida nos macrofagos humanos, parece envolver a participagao do
NO, o qual exerce um poderoso efeito citostatico e citotoxico contra o Paracoccidioides
braziliensis. Uma falha da resposta celular T especifica, para ativar os macréfagos na PCM,
pode permitir a multiplicacdo e a disseminacdo do fungo, incluindo as manifesta¢des
mucocutaneas. Os macrdéfagos, provavelmente, quando adequadamente estimulados, sdo
fortemente positivos para NOS2, nos tecidos contendo granulomas causados por
Micobacterium tuberculosis, Leishmania sp, Toxoplasma gondi e Cryptococcus neoforns

(BATISTA et al., 2002).

Neworal et al. (2003), propuseram-se a examinar o padrao de citocinas TNF-o, TGF-
B, IL-10 e a expressdo de NOS2 nas lesdes de paracoccidioidomicose dos pacientes com
paracoccidiodomicose juvenil e paracoccidioidomicose adulta, para caracterizar a dindmica da
resposta imune no sitio de inflamacdo. A maioria das células nos linfonodos era CD68,
enquanto uma mistura de macrofagos, neutrofilos e células plasmaticas foram detectadas na
mucosa oral. O TNF-a, bem como a expressao de NOS2 foi similar nos linfonodos, onde
numerosas cé¢lulas fungicas foram visualizadas. A maior expressdo de citocinas anti-
inflamatorias IL-10 e TGF-f, nas lesdes de paracoccidioidomicose juvenil de PCM, poderia
representar um mecanismo pelo qual o fungo evade a resposta imune do hospedeiro,

contribuindo para uma doenga mais severa ¢ a forma disseminada da doenga.
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Neworal et al. (2003), identificaram uma resposta imune Th2 nos pacientes com
paracoccidioidomicose juvenil da PCM, caracterizada pela producdo de IL-4, IL-10 e IL-5 e
elevados niveis de anticorpos anti-P. braziliensis 1gG4 e IgE, além de uma marcada
eosinofilia. Esses mediadores, associados com baixo IFN-y e niveis de proliferacdo de
linfécitos, foram correlacionados por andlise estatistica com uma doenca mais severa. Em
contraste, individuos sadios que moram em 4areas endémicas e sdao positivos ao teste
paracoccioidina mostraram um tipico padrao Thl, com niveis substanciais de IFN-y, TNF-o e
IL-2, mas menor quantidade ou auséncia de IL-4, IL-5, IL-10. Como resultado, esses
individuos provavelmente desenvolveram uma resposta imune eficiente, capaz de prevenir o
mecanismo da doenga. A resposta imune intermediaria foi observada na PCM de pacientes
adultos, nos quais a producao de IFN-y e IL-10 nao difere daquela observada no grupo PCM
juvenil, apesar de os niveis de IL-4 e IL-5 serem significativamente baixos para citocinas

inflamatoérias e apresentarem um papel importante na génese e controle da PCM.

Estudos in vitro tém demonstrado uma correlagdo direta entre a producdo de NO e
atividade microbicida de macrofagos, na presenca de microorganismos intracelulares, como
Leishmania major, Mycobacterium bovis e Trypanossoma cruzi (FACCETTI et al., 1999).
Em modelos murinos com PCM, foi demonstrado que NO est4d envolvido na prote¢do bem

como na resposta imunossupressora aos fungos.

As citocinas inibidoras s3o mediadores importantes no controle da resposta
inflamatoria. Altos niveis de TGF-3 ¢ IL-10 foram detectados nos linfonodos de pacientes
com paracoccidioidomicose juvenil de PCM. Em estudos prévios, foi demonstrado que a
resisténcia do P. braziliensis observada em moradores de areas endémicas estava associada
com a resposta Thl e pouca ou nenhuma produgado de IL-10. As grandes quantidades de IL-10
¢ TGF-B encontradas nas lesdes inflamatorias de PCM adulta e juvenil estavam relacionadas
com as formas severa ¢ disseminada da doenga. O TGF-f tem sido implicado como tendo
um efeito inibitdrio na expressao de NOS2 em macrofagos murinos. Todavia, € possivel que a
baixa expressdo de NOS2 nas lesdes de PCM possa representar um mecanismo evasivo na
indugdo de parasitas, permitindo a sobrevivéncia dentro dos tecidos hospedeiros (BATISTA

etal.,2002; NEWORAL et al., 2003; PARISE-FORTES et al., 2006).
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Batista et al. (2002), apresentaram um estudo imuno-histoquimico do NOS2, células T
de memoéria (CD45R0O), células T totais (CD3), células B (CD20), macréfagos (CD68) e
células M. As amostras foram distribuidas em grupos, de acordo com o grau de expressao de
NOS2 nas células gigantes multinucleadas e células mononucleares. A propor¢ao de NOS2
nas células mononucleares (MN) e nas células gigantes multinucleadas (MNGC) na
paracoccidioidomicose oral foi comparada com os controles (tecidos clinicamente saudaveis).
As andlises revelaram uma baixa expressdao de NOS2 e diminui¢ao nas células T CD4 na
paracoccidioidomicose oral, o que poderia representar possiveis mecanismos que permitiram
a multiplicagdo local do fungo e a manutencao da atividade das lesdes orais. Ambos, [FN-y e
TNF-a, aparentemente conferiam resisténcia ao Pb, estimulando formagdo de granulomas e
producdo de NO pelo macrofago. Em contraste, TGFP e IL-10 inibem a sintese de NO pelo
macrofago. Assim, a expressdo da enzima NOS2 seria uma resposta aos estimulos
inflamatoérios e resultaria em grandes quantidades de NO, o qual parece inibir a transformacgao

do Pb conidio para levedura.

Kaminagakura et al. (2006), avaliaram a distribuicdo das células inflamatérias na
paracoccidioidomicose oral. Quinze casos de PCM oral foram estudados pela imuno-
histoquimica quanto a presenca de macréfagos, linfocitos CD4" e CDS’, CD20" CD15" ¢
células S100°. Os macréfagos foram as principais células encontradas nas 4reas
granulomatosas bem organizadas, como também naquelas ndo granulomatosas. As células
dendriticas S100" foram encontradas principalmente no epitélio, tecido conjuntivo
subepitelial e na periferia dos granulomas organizados. As células CDI5" estavam
concentradas principalmente em areas de ulceragdo e microabcessos intra-epiteliais. Os
granulomas bem organizados continham poucas particulas fingicas, indicando uma resposta

imune hospedeira mais efetiva.

Campanelli et al. (2003), examinaram o envolvimento da via CD95-CD95L na
modulagdo da apoptose nos pacientes com Pbh. A primeira indicacdo de que o via Fas-FasL
poderia estar envolvido na regulagdao da apoptose, durante a paracoccidioidomicose, veio da
observagdo de que a expressao de CD95L era maior nas células dos pacientes com doenga do
que nas dos controles. A possibilidade de que o Fas-FasL estaria envolvido na apoptose
confirmou-se pelo achado de que a neutralizacdo do FasL levaria a uma significante redugao

na producdo dos niveis da apoptose em culturas de PBMC com antigenos de Pb.
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Também na hanseniase, estudos in situ t€m sido realizados, Fokkens (1998), estudou
40 mucosas nasais de pacientes hansenicos com diferentes classificagdes (lepra tuberculdide,
lepra lepromatosa e lepra bordeline) e a duracdo de doenca. Foi avaliada a distribuicdo de
linfocitos T, macréfagos e neutrdfilos, tanto em epitélio quanto em lamina propria. No grupo
de paciente com lepra lepromatosa, foi verificada maior quantidade de macrofagos,
comparado aos outros grupos € ao grupo controle negativo. Uma maior propor¢ao de células
T CD4" em relagdo as CD8" também foi encontrada nos pacientes com as formas lepromatosa
e bordeline, em comparacdo aos controles negativos. Os neutrdfilos ndo estavam aumentados
em nenhuma das formas da doenca ativa. Em comparagdo com os controles negativos,
Grevers et al. (2000), avaliaram a localizagdo e a diferenciacao do infiltrado inflamatério no
epitélio, lamina prépria e glandulas seromucosas da mucosa nasal, em 14 pacientes com
sinusite crOnica ndo alérgica e 10 pacientes controles ndo alérgicos. Foram utilizados
anticorpos monoclonais CD3, CD4, CDS8, CD22, CD68, CDS56, neutréfilo elastase e
eosinofilos. Os autores encontraram um aumento significante de CD3, CD4, CDS e cé¢lulas B
na mucosa nasal dos pacientes com sinusite cronica. Entretanto, macréfagos e eosinofilos nao

mostraram nenhum aumento significativo.

Desta formas os processos inflamatérios envolvendo mucosas apresentam
caracteristicas comuns aliadas a algumas particularidades predominantes em tipos especificos
de infec¢do. Sendo assim, o estudo comparativo destes processos inflamatorios poderia

auxiliar na comparag¢do de resposta imune localizada.
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3 HIPOTESE

Existe diferenca na constituicdo e na organizagdo do infiltrado inflamatério das lesdes

de LTA em mucosa oral e nasal.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL.:

Comparar, através do método de imuno-histoquimica, a composigao e distribuicao do
processo inflamatorio in situ das lesdes da Leishmaniose Tegumentar Americana, em mucosa

oral e nasal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) analisar qualitativa e quantitativamente, o infiltrado inflamatoério nas lesdes orais e
nasais de LTA;

b) comparar qualitativa e quantitativamente o infiltrado inflamatorio nas lesdes orais
e nasais de LTA com as mucosas orais € nasais sadias;

c) relacionar os achados inflamatérios com os dados clinicos e de resposta ao
tratamento;

d) Detectar a presenga de L.braziliensis.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL

A amostra foi composta por pacientes com diagnostico de Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) na forma mucosa, confirmados por pelo menos dois métodos de
diagnostico laboratorial para a leishmaniose, entre eles: IDRM (positiva quando a area de
enduragdo for maior ou igual a 5 mm), anatomopatolégico, ELISA, Imunofluorescéncia
Indireta e cultura. A mucosa dos individuos controle era oriunda de cirurgias
otorrinolaringoldgicas (septoplastia e/ou turbinectomia) e bucomaxilo-faciais (extracdo de
terceiros molares inclusos) e ndo apresentavam sinais macroscopicos relacionados a qualquer

tipo de processo inflamatorio. Os 4 grupos de estudo foram:
1) 8 pacientes com lesdao em cavidade oral;
2) 12 pacientes com lesdo em cavidade nasal;

3) 10 pacientes doadores de mucosas nasais ndo relacionadas a doengas infecciosas

ou parasitarias e sem sinais macrosopicos de inflamagao;

4) 10 pacientes doadores de mucosas orais ndo relacionadas a doencas infecciosas ou

parasitarias e sem sinais macrosopicos de inflamacao.

Foi adotado como critério de exclusdo os extremos de idade (pacientes com menos de
9 anos e com mais de 80 anos), a concomitancia de patologias (pacientes que apresentavam
outras patologias como HIV+, Doenca de Chagas, paracoccidioidomicose, tuberculose,
hanseniase, sifilis e outras), tratamentos imunossupressores ¢ alteracdo/auséncia de niveis de

compreensdo, necessarios a assinatura do termo de consentimento.

Os dados clinicos foram obtidos do prontudrio de atendimento e discutidos com o
médico responsavel, mantendo-se a clausula de sigilo (anexos 1 e 2). Os principais parametros
usados na analise foram: sexo, idade, tempo de lesdo, localizacdao da lesao, aspecto clinico e
histopatologico das lesdes, além de dados laboratoriais para detec¢do de parasitas. Todos os
pacientes e os individuos dos grupos controles foram informados do estudo, receberam

explicacdes sobre o procedimento e apenas aqueles que assinaram o termo de consentimento
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livre e esclarecido tiveram suas amostras recolhidas de acordo com os protocolos 014/2002,
coordenado pela Dr.* Fatima da Conceicdo-Silva e 158/2003, coordenado pelo Dr. Armando
Schubach e aprovados pelo CEP-IOC-FIOCRUZ. Nao houve mudanga de método ou
questionamento que pudesse caracterizar uso de amostra para outros fins que os aprovados no
projeto 014/2002. Este trabalho, no presente formato, foi revalidado com o n® 0017.0.11.009-
06 pelo CEP-IPEC-FIOCRUZ e com o n° 014/2006 pelo CEP-PUCRS.

As bidpsias das lesdes foram coletadas no momento do diagnodstico dos pacientes
atendidos no ambulatério de Leishmaniose Tegumentar Americana, coordenado pelo Dr.
Armando Schubach, localizado no IPEC/FIOCRUZ, e armazenadas em nitrogénio liquido no
Laboratorio de Imunoparasitologia, IOC - FIOCRUZ. As biopsias controles foram obtidas em
procedimento cirargico otorrinolaringologicos (Hospital Geral de Bonsucesso - RJ) pela
equipe do Dr. Krishnamurti Matos de Aratjo Sarmento Jinior e em procedimentos cirurgicos
odontologicos (Hospital Clementino Fraga Filho-UFRJ) pela equipe da Dra. Maria Aparecida

Albuquerque Cavalcante. As amostras de biopsias foram armazenadas como descrito abaixo.

5.2 METODO

5.2.1 Preparacao dos Fragmentos Teciduais

Bidpsias com tamanho variavel (fragmentos obtidos por incisdo com bisturi, punch de 3
mm, ou usando-se a pinga de otorrinolaringologia) foram obtidas pelo médico responsavel, apos
assepsia, antissepsia e anestesia local com lidocaina 2%. Parte deste material foi destinado aos

testes diagnosticos (culturas e histopatologia), e um fragmento foi utilizado para o estudo.

O tecido para estudo foi mergulhado em resina OCT (Tissue-Tek, Sakura), congelado
a—70°C e imediatamente armazenado em botijoes contendo nitrogénio liquido a —196°C. Para
analise do material, foram realizados cortes com 3 um de espessura, utilizando-se aparelho de
criostato (Leika, Alemanha). Dois a trés cortes foram apostos em cada lamina de microscopia

previamente silanizadas (Silanized Slides, Dakocytomation, Carpinteria Clostrup, Dinamarca)
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e fixados em acetona PA (Merck KgA, Darmastadt, Alemanha). As laminas fixadas foram

utilizadas imediatamente, ou entdo armazenadas a —70°C, até o momento do uso.

Os fragmentos destinados a histopatologia foram mergulhados em solucao salina com
formol a 10% tamponado e processados para realizacdo de cortes corados pela hematoxilina-

eosina (HE).

5.2.2 Histopatologia

Fragmentos fixados em formalina tamponada 10% foram corados com HE e
examinados por microscopia Optica (Zeiss, Alemanha). Além da descri¢do topografica, foram
consideradas as alteragdes em epitélio (hiperplasia escamosa e hiperplasia
pseudoepiteliomatosa), e lamina propria (formagdo de granulomas). A analise de infiltrado
inflamatorio foi analisada, variando do discreto (pelo menos 1 a 29% do campo) ao moderado
(30 a 59% do campo) e ao intenso (mais de 60% do campo). Os resultados foram obtidos pelo

médico patologista Leonardo Pereira Quintella (IPEC-FIOCRUZ).

5.2.3 Imuno-Histoquimica

Os cortes fixados, quando congelados a —70°C, foram previamente descongelados por
1 hora a temperatura ambiente. Apos este procedimento, tanto os cortes recém-fixados quanto
aqueles descongelados eram processados da mesma forma. A primeira etapa consistiu na
hidratagcdo com solucdo salina tamponada fosfatada (PBS phosphate buffered solution) pH 7,4
— 7,6 por 10 minutos, a temperatura ambiente. A partir deste ponto, todas as laminas foram
mantidas em camara umida, até o momento da contra-coloragdo. Os cortes hidratados foram
submetidos a varias etapas, visando ao bloqueio de ligagdes inespecificas, a saber: 1- bloqueio
da peroxidase enddgena (Peroxidase Blocking reagent ready-to-use, Dako), em incubagdo por
10 minutos, em camara umida, a temperatura ambiente; 2- soro de cabra 20% em PBS
(Zymed Laboratories ICN, San Francisco, USA) para bloqueio, de receptores Fc (Fragdo

constante) Entre as etapas de bloqueio, os cortes foram lavados em PBS, por 10 minutos, a
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temperatura ambiente. Apos 20 minutos de incubagdo com o soro de cabra, o excesso foi
retirado e os diferentes anticorpos monoclonais primarios, ou apenas PBS (controle negativo)
foram adicionados nas concentragdes pré-estabelecida (Quadro 1). Os anticorpos utilizados
foram obtidos comercialmente e usados como: 1- marcadores para caracterizagdo fenotipica:
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD22, anti-CDla. anti-CD68 ¢ a clastase neutrofilica
(Dako-Cytomation); 2- para a caracterizagdo funcional, foram utilizados anti-NOS2 (BD
Transduction Laboratories, Lexingtom, KY), anti-CD62E, anti-Bcl-2, anti-Ki67 (Dako-
Cytomation), anti-CLA, anti-Fas e anti-FasL (BD Biosciences Pharmingen, San Francisco
USA); 3- para a detecgdo de parasitas, foi utilizado soro policlonal de coelho anti-Leishmania,
gentilmente cedido pela Dr.* Maria de Fatima Madeira (IPEC-FIOCRUZ). Detalhes das
especificidades de cada anticorpo estdo descritos na Tabela 1. Apesar da variagdao de diluigdo
de acordo com o AC (anticorpo) (Quadro 1), as condi¢des de incubacao foram as mesmas, ou

seja, em camara umida, a temperatura de 4°C e por aproximadamente 18h.

Quadro 1 - Marcadores para caracterizacao fenotipica e funcional

Marcador Funcio Marca Diluicao
Anti-CD3 (Clone-UCHT1) Reconhecimento de populacio de linfocitos T totais. Dako 1:200
Anti-CD4 (Clone-MT310) Reconhecimento de subpopulagdes de linfocitos T- Dako 1:200
auxiliares e indutores.
Anti-CD8 (Clone-DK25) Reconhecimento de subpopulagdes de linfocitos T — Dako 1:200
citotoxicas e supressores.
Anti-CD22 (Clone-1KB1281) Reconhecimento de linfécitos B Dako 1:150
Anti-CD68 (Clone-KP1) Reconhecimento de macréfagos teciduais. Dako 1:300
Anti-Elastase neutrofilica (Clone-NP57) | Reconhecimento de neutrofilos teciduais Dako 1:200
Anti-CD1a (Clone-NA1/34) Reconhecimento de células de Langerhans. Dako 1:150
Anti-Ki67 (Clone-KiS5) Reconhecimento da proteina nuclear Ki67 presentes Dako 1:140
nas células em proliferacéo.
Anti-CD62e¢ (Clone-12CB6) Reconhecimento de E-selectina expressa em célula Dako 1:100
endotelial ativada.
Anti-CLA (Clone-HECA-452) Reconhecimento do antigeno associado linfocito | BD - Pharmingen | 1:200
cutineo.
Anti-NOS2 (Clone-6) Reconhecimento da enzima oOxido nitrico sintase BD - 1:100
induzida. Transduction
Anti-Fas (Clone-DX2) Reconhecimento da molécula de superficie celular | BD -Pharmingen 1:100
CD95, expressa em grande variedade de células
normais e neoplasicas.
Anti-FasL (Clone-G247-4) Reconhecimento do ligante para Fas, expresso em | BD -Pharmingen 1:100
células T ativadas, células NK e sitios
imunologicamente privilegiados.
Anti-Bcl-2 (Clone-124) Reconhecimento da oncoproteina Bel-2. Dako 1:100
Anti-Leishmania sp. Policlonal produzido por imunizagdo de coelhos | Gentilmente cedido 1:500
com Ag de Leishmania braziliensis. por  Maria de
Fatima Madeira
IPEC- FIOCRUZ.

Fonte: o autor, modificado de Morgado, (2007).
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Ao término deste periodo, foram realizadas duas lavagens, de 5 minutos cada, em
PBS. A seguir, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (Zymed
Laboratories INC., San Francisco, CA, USA) anti-IgG de camundongo, na dilui¢ao 1:100, em
temperatura ambiente, em camara imida, por 30 minutos. Apds lavagem do material, como
descrito anteriormente, foi adicionado o reagente comercial contendo streptavidina-peroxidase
(kit ABC Dakocytomation). As laminas foram incubadas como anteriormente e finalmente,
foram realizadas mais 2 lavagens, por 5 minutos, em PBS. A etapa de revelagdao consistiu da
utilizacdo do reagente comercial (Zymed Laboratories INC.,) contendo perdxido de
hidrogénio e o cromoégeno aminoethyl carbazole (AEC). Como o tempo de revelacao
dependeu do tecido e anticorpo monoclonal usado, o procedimento foi acompanhado através
da visualizagdo ao microscopio Optico, com luz baixa (Zeiss, Alemanha), ¢ a reagdao foi
interrompida pela lavagem das laminas em agua destilada. Por ultimo, as laminas foram
submetidas a contra-coloragdo, com hematoxilina de Mayer (Dako-cytomation, Dako), e
cobertas com solu¢do de montagem (Faramount, Dako-cytomation) e laminula. A leitura das
laminas em microscopio Optico (Zeiss, Alemanha) se deu pela contagem percentual das
células marcadas, utilizando-se como padrdo a contagem de 500 células ou 5 campos, e pela
contagem por mm? de tecido com grade milimetrada posicionada logo abaixo a camada basal
do epitelio na lamina propria papilar A intensidade das marca¢des de NOS2 foi determinada
da seguinte forma: discreto (1 sitio positivo por campo 200x), moderada (2 a 3 sitios positivos
por campo), intenso (3 a 4 sitios positivos por campo) e muito intensa (5 ou mais sitios
positivos por campo), e de E-selectina (CD62E) se deu pela contagem no mm” de vasos
ativados ¢ ndo ativados em 1 mm® Todo o material foi fotografado para catalogacdo e

arquivo, usando-se o sistema IMAGE-PRO.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa SPSS para Windows versao 11 (SPSS Inc.Chicago, IL,
USA). Foram realizados os testes ndo-paramétricos de Mean-Whitney. Os dados sao
apresentados em distribuigio com média © SEM. Os resultados nio numéricos foram
analisados em tabelas de contingéncia 2 X 2, através do teste exato de Fisher do programa

INSTAT 2 (Graphpad Software V2-04 Graphpad Instad TM, San Diego, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

6.1.1 Lesoes de LTA mucosa nasal e oral

Foram analisados 20 pacientes com lesdes de LTA (Tabela 1). Dentre eles, 12 (60%)
apresentavam lesdes em mucosas nasais localizadas nas fossas nasais direita e/ou esquerda e
septo nasal (Figura 1), e 8 (40%) apresentavam lesdes em mucosas orais localizadas em palato
duro, palato mole, tivula, mucosa labial, mucosa jugal e gengiva (Figura 2). Entre o grupo de
pacientes com lesdes nasais, 10 eram do sexo masculino (83,3%) e 2 do sexo feminino
(16,7%); no grupo de pacientes com lesdes orais, 5 eram do sexo masculino (62,5%) e 3 do
sexo feminino (37,5%). Alguns pacientes apresentavam lesdes em 1 ou mais sitios anatdmicos
das cavidades nasais ou orais, sendo que dois pacientes manifestavam acometimento de lesdes
nasais e orais, concomitantemente. A idade entre os portadores de LTA mucosa variou de 27 e
80 anos (média 52,4 © 3,72 anos) e entre os dois grupos estudados (mucosa nasal e oral) nio
houve diferenga estatistica significante (p = 0,847). A IDRM foi positiva em 18 casos, sendo
que apenas 1 paciente de cada grupo era negativo ao teste. A area de enduragdo variou de 3 a
62 mm (média 26,14 = 15,01-Tabela 2), ndo apresentando diferenca estatistica entre os dois
grupos avaliados (p = 0,675). No grupo de pacientes com lesdes nasais, dois (16,7%) tinham,
no momento do diagnostico clinico, concomitancia de lesdes em pele e mucosa nasal, ¢ 6
pacientes (50%) relataram ter tido histéria prévia de LTA, com presenca de cicatrizes em
tegumento. Nos pacientes do grupo de lesdes orais, 2 (25%) apresentavam, no momento do
diagnostico, tanto lesdes em pele quanto na mucosa, e 5 pacientes (62,5%) disseram ter tido
leishmaniose no passado, e apresentando evidéncias clinicas de cicatriz em tegumento.
Apenas 1 paciente lembrava ter recebido tratamento prévio com antimonio. O tempo referido
de evolugdo das lesdes, at¢ o momento do diagnoéstico clinico no Centro de Referéncia em
LTA do Instituto de Pesquisas Clinicas do Hospital Evandro Chagas (IPEC/FIOCRUZ),
variou nas lesOes ativas de mucosa nasal, de 3 a 96 meses (média 29 meses 110, 01) e, nos
pacientes com forma mucosa oral, variou de 2 a 60 meses (média 15 meses = 6,94 - Tabela 1).

Nove pacientes do grupo de lesdes ativas em mucosa nasal souberam relatar o tempo



79

aproximadamente decorrido da cura da manifestagcdo primaria da lesdo em tegumento, até a
evolucdo para acometimento secunddrio em mucosa, que, segundo eles, variou de 24 a 486
meses (média 148, 67 meses * 47,54). Ja no grupo com lesdes orais, apenas dois pacientes
souberam relatar esse tempo, que foi de 24 meses em um e, no outro, de 60 meses (média 42
meses ~ 18). O diagnéstico de evidenciagio dos parasitas (histopatologia, cultura e imprint),
foi realizado em todos os pacientes. As lesdes nasais foram positivas em 6 pacientes (50%),
sendo que 1 paciente apresentava positividade tanto por histopatologia, imprint e cultura. Seis
pacientes da forma oral foram positivos (75%), sendo que dois eram positivos para os trés
métodos de diagndstico, € um positivo, tanto na histopatologia quanto no imprint. De acordo
com o método empregado, a evidenciacdao do parasita ocorreu com a seguinte distribuicao: A-
lesdes nasais: na histopatologia, 2 casos (16,6%); 1 caso (8,3%) por imprint e 5 casos
(41,7%) por cultura. B- lesdes orais: 6 casos (75%) foram positivos na histopatologia; 3 casos
(37,5%) por imprint e 2 casos (25%) por cultura. Quanto aos testes soroldgicos nos casos de
lesdo nasal, 9 pacientes foram positivos ao RIFI e 9 foram reatores ao ELISA, com
coincidéncia de resultados positivos entre todos os pacientes nos dois métodos de diagnostico.
As titulagdes variaram entre 1:40 a 1:320. Trés pacientes nao reagiram ao teste ELISA e ao
RIFIL. Quanto aos pacientes com lesdes em mucosa oral todos foram positivos ao RIFI e
reatores a0 ELISA. As titulagdes variaram entre 1:40 a 1:320. Nenhum paciente, tanto no
grupo de mucosa nasal quanto oral apresentou reativagdo das lesdes, durante o

acompanhamento pos-tratamento, que variou de 6 meses a 3 anos, pos-cura clinica.
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Tabela 1 - Distribuicao da casuistica estudada em relagao as caracteristicas gerais do
grupo de pacientes de LTA

Pacientes Sexo Idade Evo Evo Cicatriz IDRM Histop Imprint Cultura ELISA  RIFI
(anos) Atual Passada® Pele  (mm)
(meses)  (meses)
I Nasal M 75 4 24 Neg 17 Neg Neg Neg Pos 1:160
2Nasal M 29 24 60 Pos 36 Neg Neg Neg Pos 1:160
3Nasal F 45 36 60 Neg 44 Neg Neg Pos Neg NR
4 Nasal M 68 96 SI Neg 15 Neg Neg Neg Neg NR
SNasal M 49 SI SI Pos 32 Neg Neg Neg Pos 1:40
6 Nasal M 38 72 240 Pos 5 Neg Neg Neg Pos 1:320
7Nasal M 53 6 180 Pos 32 Pos Pos Pos Pos 1:80
8Nasal M 42 3 96 Pos 21 Neg Neg Pos Pos 1:160
ONasal M 80 30 96 Neg I5 Neg Neg Pos Pos 1:40
10 Nasal M 54 SI 486 Neg 28 Neg Neg Neg Neg NR
I1 Nasal M 69 12 SI Neg 62 Pos Neg Neg Pos 1:40
12 Nasal M 34 7 96 Pos 20 Neg Neg Pos Pos 1:80
130ral M 75 4 24 Neg 17 Pos Neg Neg Pos 1:160
140ral M 29 24 60 Pos 36 Pos Neg Neg Pos 1:160
I150ral M 75 18 SI Pos 35 Pos Neg Neg Pos 1:320
16 0ral M 53 2 SI Pos 48 Pos Pos Pos Pos 1:160
170ral  F 50 4 SI Neg 17 Neg Neg Neg Pos 1:40
180Oral F 52 8 SI Neg 17 Neg Neg Neg Pos 1:160
190ral F 73 60 SI Pos 41 Pos Pos Neg Pos 1:80
200ral M 27 4 SI Pos 3 Pos Pos Pos Pos 1:160

SI-Sem informagao; NR-Nao reator; M-masculino; F- feminino; Evo-Evolugdo; Pos-positivo; Neg- negativo;

Histop-histopatologia.

"Estimado/relatado pelo paciente.

Fonte: o autor, (2008).
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Figura 1 - Aspecto macroscépico das lesdes nasais de LTA: (a, b) lesdo eritematosa, com presenca de
micro ulceracdes, edema e crostas em nariz, (c) presencga de rugosidades, ulceracdes e crosta em fossa nasal
esquerda, (d) lesdo ulcerada, infiltrada com presenca de crostas em fossa nasal esquerda, (e, f) perfuragao
septal anterior com presenga de ulceragdes e crostas.

Fonte: CrLeish-IPEC-FIOCRUZ (Dr. Armando O. Schubach e Dra. Claudia M. V. Rosalino), (2007).



Figura 2 - Aspecto macroscopico das lesdes orais de LTA: (a) lesdo ulcerada, com aspecto infiltrado
em pele se estendendo para comissura labial direita, (b) lesdo ulcerada em mucosa labial superior lado
direito, (c) lesdo com aspecto granulomatoso envolvendo palatos duro e mole e uvula, (d) lesdo de aspecto
granulomatoso envolvendo uvula, (e) lesdes ulceradas em gengiva na regido compreendida do 33 a 43 por
vestibular, (f) lesdes ulceradas em gengiva na regido compreendida do 33 a 43 por lingual e em soalho
bucal.

Fonte: CrLeish-IPEC-FIOCRUZ (Dr. Armando O. Schubach e Dra. Claudia M. V. Rosalino), (2007).
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6.1.2 Mucosas nasal e oral clinicamente sadias

Foram analisadas 20 amostras de mucosas sadias (Tabela 2). Dentre elas, 10 (50%)
eram provinientes de pacientes que realizaram cirurgia de septo nasal e/ou turbnectomia, e 10
(50%) oriundas da mucosa oral de cirurgia em mucosa labial, freio labial ou mucosa gengival,
esta ultima provinientes de extragdao de terceiros molares inclusos. Entre o grupo de amostras
com mucosa nasal clinicamente sadia, 6 eram do sexo masculino (60%) e 4 do sexo feminino
(40%); e no grupo de amostras com mucosa oral clinicamente sadia, 5 eram do sexo
masculino (50%) ¢ 5 do sexo feminino (50%). A idade entre os controles de mucosa nasal
clinicamente sadios variou de 14 a 56 anos (média 35,9 © 15,22 anos), a idade entre os
controles de mucosa oral clinicamente sadios variou de 9 e 37 anos (média 22,8 * 7,80 anos).
Entre os dois grupos controle estudados (mucosa nasal e oral), ndo houve diferenca estatistica
significante (p = 0,112). No momento da obten¢do do espécime para estudo nenhum dos
pacientes apresentava alteragdes de saude que impedisse o procedimento e, consequentemente

a realizacao do estudo.

Tabela 2 - Distribuicido da casuistica estudada em relacdo as caracteristicas
gerais do grupo de mucosas clinicamente sadias

Pacientes Sexo Idade (anos) Local
1 Nasal F 31 Mucosa do septo nasal
2 Nasal M 16 Mucosa da concha nasal inferior
3 Nasal F 54 Mucosa da concha nasal inferior
4 Nasal M 46 Mucosa da concha nasal inferior
5 Nasal F 14 Mucosa da concha nasal inferior
6 Nasal F 17 Mucosa da concha nasal inferior
7 Nasal F 34 Mucosa da concha nasal média
8 Nasal M 56 Mucosa da concha nasal inferior
9 Nasal M 50 Mucosa da concha nasal inferior
10 Nasal M 41 Mucosa da concha nasal inferior
11 Oral F 31 Mucosa labial
12 Oral M 37 Mucosa gengival
13 Oral F 9 Mucosa do freio labial
14 Oral M 22 Mucosa gengival
15 Oral M 20 Mucosa gengival
16 Oral M 30 Mucosa gengival
17 Oral F 17 Mucosa gengival
18 Oral F 26 Mucosa gengival
19 Oral F 18 Mucosa gengival
20 Oral M 18 Mucosa gengival

F- feminino M- masculino. Fonte: o autor, (2008).
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6.2 HISTOPATOLOGIA

6.2.1 Lesoes de LTA mucosa nasal e oral

O estudo histolégico das lesdes em atividade foi realizado nas 20 amostras de lesdes
ativas de LTA (mucosa nasal e oral) (Quadros 2 ¢ 3). No exame microscopico, constatou-se
presenca de infiltrado inflamatorio com predominancia de células mononucleares. O infiltrado
inflamatorio mostrou-se intenso em 14 casos, sendo 9 de mucosa nasal € 5 de mucosa oral;
discreto a moderado, em 6 (3 nasais e 3 orais). Quanto a formag¢do de granulomas, 9 pacientes
apresentaram  formagao de esbocos de granulomas (5 nasais e 4 orais), 8§ apresentavam
granulomas bem formados (5 nasais e 3 orais) e apenas 3 pacientes, sendo 2 de mucosa nasal
e 1 de mucosa oral, respectivamente, apresentavam infiltrado inflamatério difuso e multifocal.
Assim sendo, houve a predominancia de lesdes com formagdo de granulomas, notadamente
nas lesdes orais onde o percentual de casos foi de 87,5% do total. J& nas lesdes nasais a
formacdo de granulomas estava presente em 41,7% dos casos. No epitélio observou-se
presenga de hiperplasia escamosa em 6 casos (2 nasais e 4 orais), e hiperplasia
pseudoepiteliomatosa em outros 6 casos (2 nasal e 4 oral). Seis biopsias ndo puderam ser
avaliadas pois apresentavam auséncia de epitélio. Doze pacientes apresentavam ulceracao (9
nasais € 3 orais). Em outros 8 pacientes (3 nasais e 5 orais) ndo se verificou a presenga de

ulceracdo no fragmento estudado.



Quadro 2 - Resultados da histopatologia das lesdes de LTA em mucosa nasal
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Infiltrado inflamatorio

Discreto Moderado Intenso
N° Pacientes : ? ’
Organizagdo do infiltrado inflamatorio
Difuso Granulomas mal formados Granulomas bem formados
2 5 5
Reacaoes epitélio
Ausente Hiperplasia Escamosa Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa
N° Pacientes ; ? ?
Ulceragao
N° Pacientes Ausente Presente
3 9

Fonte: o autor, (2008).

Quadro 3 - Resultados da histopatologia das lesdes de LTA em mucosa oral

Infiltrado inflamatorio

Discreto Moderado Intenso
N° Pacientes : ? .
Organizagdo do infiltrado inflamatorio
Difuso Granulomas mal formados Granulomas bem formados
1 4 3
Reacgaoes epitélio
Ausente Hiperplasia Escamosa Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa
N° Pacientes ‘ * *
Ulceragao
N° Pacientes Ausente Presente
5 3

Fonte: o autor, (2008).
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O estudo histoldgico das mucosas nasais e orais clinicamente sadias foi realizado nas

20 amostras (Quadros 4 e 5). Dentre elas, apenas 3 de mucosa oral apresentavam infiltrado

inflamatoério discreto e difuso na lamina propria. Esses casos eram provenientes de extragdo

de terceiros molares inclusos. Em nenhum dos casos de biopsia clinicamente sadia examinado

foi verificado a presenga de formacao de granuloma em qualquer grau. Da mesma forma nao

havia sinais de ulcera¢do ou alteragdes importantes no epitélio. Pode-se observar a presenca

de hiperplasia escamosa de 2 pacientes na mucosa oral.

Quadro 4 - Resultados da histopatologia das mucosas nasais clinicamente sadias

Infiltrado inflamatorio

Ausente Discreto Moderado Intenso
N° Pacientes 10 0 0 0
Organizagdo do infiltrado inflamatorio
Ausente Difuso Granulomas mal formados Granulomas bem formados
10 0 0 0
Reacgoes epitélio
Ausente Hiperplasia Escamosa Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa
N° Pacientes 10 ‘ ’
Ulceracgao
N° Pacientes Ausente Presente
10 0

Fonte: o autor, (2008).
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Quadro 5 - Resultados da histopatologia das mucosas orais clinicamente sadias

Infiltrado inflamatorio

Ausente Discreto Moderado Intenso

. 7 3 0 0
N° Pacientes

Organizagao do infiltrado inflamatorio

Ausente Difuso Granulomas mal formados Granulomas bem formados

7 3 0 0

Reacoes epitélio

Ausente Hiperplasia Escamosa Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa
. 8 2 0
N° Pacientes
Ulceracdo
N° Pacientes Ausente Presente
10 0

Fonte: o autor, (2008).

6.3 IMUNO-HISTOQUIMICA — LESOES DE LTA E TECIDO CLINICAMENTE SADIO EM
MUCOSA NASAL E ORAL

6.3.1 Lesoes de LTA em mucosa nasal e oral

6.3.1.1 Perfil quantitativo e qualitativo de macrofagos, linfocitos e neutrofilos (Quadro 6 e

Grafico 1)

As células CD68" (macrofagos) foram evidenciadas tanto em epitélio como em lamina
propria nos dois tipos de mucosa. Na lamina propria, eram muito freqilientes e apresentavam
distribuicao homogénea, difusa e intensa por todo o infiltrado inflamatério. Observaram-se
também células positivas proximas e/ou justapostas ao endotélio dos vasos, bem como em

torno de ductos glandulares. Na mucosa nasal, o percentual de macrofagos variou de 21,4 a 47
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(média © SEM 34,4 £ 2,07%), e a quantidade de células CD68"/mm? variou de 160 a 1000
(média * SEM 351,16 * 66,71) (Figura 3d). J4 na mucosa oral, o percentual de células CD68"
variou de 26,8 a 41,26% (média ¥ SEM 33,33 £ 1,67%), e a quantidade de células/ mm? variou
de 218 a 630 (média = SEM 382,12 * 44,66) (Figura 5d, 6¢). Nao houve diferenca significativa
quando comparados os dados obtidos em lesdes ativas em mucosa nasal e oral, tanto para o
percentual de células CD68” (p = 0,217), quanto para a distribui¢do de células CD68"/mm? (p
=0,671).

A populagdo de células CD3 (linfocitos T total) era a mais freqiiente no infiltrado
inflamatério e a distribuigdo de células CD3" podia ser encontrada tanto no epitélio como na
lamina propria dos dois tipos de mucosa. Na lamina propria, ocorria de forma difusa e intensa.
Essas células eram ainda observadas no interior de vasos e/ou justapostas ao endotélio e
proximas a regidio de glandulas. Na mucosa nasal, o percentual de células CD3" variou de
31,25 a 54,4% (média L SEM 4536 * 2,41%), e a quantidade de células/mm? variou de 244 a
1300 (média * SEM 767,16 * 106,56) (Figura 3a). Na mucosa oral, o percentual de CD3"
variou de 37,5 a 55% (média = SEM 49,49 * 2,13%), e a quantidade de células/mm? variou de
390 a 1000 (média = SEM 677,62 © 78,28) (Figuras 5a, 6a, 7a). Nao houve diferenca
significativa entre as duas mucosas analisadas, tanto na contagem percentual sobre as células

totais (p = 0,19), quanto em relacdo a distribui¢ao por mm® (p=0,562).

A distribui¢io das células CD4" (subpopulagdo de linfécitos T com fenotipo auxiliar)
ocorria de forma homogénea por toda a ladmina propria das duas mucosas estudadas. Ainda
estavam presentes no epitélio, proximas aos vasos e ductos glandulares. Na mucosa nasal, o
percentual de células CD4" variou de 14 a 43% (média * SEM 33,04 * 2,44%), e a quantidade
de CD4"/mm? de tecido variou de 103 a 900 (média 497,24 * 72,41) (Figura 3b). J4 na mucosa
oral, o percentual variou de 28 a 37% (média 32,20 *1,06%), ¢ a quantidade de células/mm?
variou de 304 a 664 (média = SEM 483,75 © 48,77) (Figura 5b). Nao foram observadas
diferencas significativas quando comparados o percentual de CD4" (p = 0,512) e a quantidade

de CD4"/mm” (p = 0,817) em mucosa oral ¢ nasal.

As células CD8" (subpopulagdo de linfocitos T com fendtipo citotoxico) eram
observadas em lamina propria, distribuidas de forma homogénea tanto na mucosa oral quanto
nasal. Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa, as células CDS"

. . -~ . . r + .
apresentavam distribui¢do menos intensa e difusa do que as células CD4 . Assim como as
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células CD4", as células CD8" apresentavam-se no epitélio e também préximas a regido de
vasos e ductos glandulares. Na mucosa nasal, o percentual de células CD8" variou de 19,2 a
36,6% (média * SEM 26,93 * 1,34%), e a distribui¢do por mm? de tecido variou de 112 a 849
(media * SEM 452,6 * 67,9) (Figura 3c). Na mucosa oral, o percentual de células CD8" variou
de 12 a 30% (média = SEM 24,74 * 2,16%), ¢ a quantidade de CD8"/ mm? variou de 151 a
540 (média * SEM 364,25 * 52,14) (Figura 5c, 7b). Néo foi observada diferenca significativa
quando comparados os dois grupos, tanto para percentual de CD8" (p = 0,817), quanto para
CD8"/mm? (p = 0,51). A razao CD4/CDS8 variou de 0,53 a 1,160 (média L SEM 1,23 * 0,08)
na mucosa nasal, e de 0,93 a 1,89 (média © SEM 1,33 * 0,11) na mucosa oral. Nao houve

diferencga significativa entre as razdes CD4/CDS8 (p = 0,757), quando comparados os dois

grupos.

O padrio de distribui¢io de células B CD22" era heterogéneo, formando grupos de
células positivas, em meio ao infiltrado inflamatorio, na lamina propria das duas mucosas. Na
mucosa nasal, o percentual de linfocitos B CD22" variou de 7 a 21% (média © SEM 14,8 *
1,25%), ¢ a quantidade de CD22"/mm? de tecido variou de 16 a 207 (média © SEM 93,16 *
15,22) (Figura 4e). Na mucosa oral, o percentual de células B variou de 7,6 a 20% (média *
SEM 12,42 * 1,99). A quantidade de CD22"/mm? de tecido variou de 3 a 151 (média 84,71 *
18,4) (Figura 6b). Nao foram observadas diferengas significativas quando comparados o
percentual de CD22" (p = 0,217) e a quantidade CD22"/mm? (p = 0,833), em mucosa oral e

nasal.

Nos dois tipos de mucosa, os neutrofilos apresentavam uma distribuicdo heterogénea
no infiltrado inflamatorio presente em lamina propria, concentrando-se em areas de necrose e
em meio a depositos fibrindides. Nas demais areas, os neutréfilos apresentavam-se isolados
em meio ao infiltrado, e algumas vezes apenas no interior dos vasos. Na mucosa nasal, o
percentual de neutroéfilos variou de 4,6 a 37,6% (média *SEM 14,03 ©2,92%), e a quantidade
de neutréfilos/mm? variou de 30 a 580 (média = SEM 18,79 * 4,03) (Figuras 3e, 4c). J4 na
mucosa oral, a porcentagem variou de 3,8 a 37,6% (média ~ SEM 18,79 + 4,03%), ¢ a
quantidade de neutréfilos/mm? variou de 34 a 430 (média * SEM 190,12 * 43,73) (Figuras 5e,
6d, 7c). Nao foram evidenciadas diferencas significativas quando comparados o percentual (p

=0,263) ¢ a quantidade de neutréfilos/mm?” (p = 0,563), em mucosas nasal ¢ oral.
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6.3.1.2 Perfil quantitativo e qualitativo de células de Langerhans (Quadro 6 e Figura 5f)

Tanto na mucosa oral quanto nasal as células de Langerhans CD1a" estavam presentes
tanto no epitélio, como na lamina propria, porém em menor quantidade nesta ultima, onde
apresentavam-se isoladas em meio ao infiltrado inflamatoério. No epitélio, apresentavam-se
lado a lado, formando uma rede com suas proje¢des. Em algumas lesdes, foi possivel
visualizar, também, células positivas entre as células endoteliais e no interior dos vasos. No
epitélio de mucosa nasal, a quantidade de células por mm” variou de 7 a 84 (média = SEM
26,83 * 8,3) e na lamina propria variou de 1 a 12 (média © SEM 5,3 ~ 1,3); na mucosa oral,
variou de 9 a 82 (média ~ SEM 32,14 * 12,70), e na lamina propria variou de 2 a 11 (média
SEM 5,8 © 1,59). Ndo houve diferenca significativa, quando se comparou a quantidade de
células CDla”/mm? tanto no epitélio (p = 0,865), quanto na lamina propria (p = 0,865) nas

duas mucosas estudadas.

6.3.1.3 Marcadores de inflamag¢ao (Quadros 6 e 7, Figuras 3,4,5,6,7 e Grafico 1)

As células CLA" (marcador para linfocitos cutineos) (Figura 5g) apresentavam
distribuicdo heterogénea pelo infiltrado inflamatdrio presente na ldmina propria dos dois tipos
de mucosa. A marcagdo era mais intensa na lamina préopria papilar, comparada a reticular. No
entanto, pode-se freqiientemente observar células CLA" proximas ou na luz de vasos, e
proximas aos ductos glandulares. O percentual de células CLA" na mucosa nasal variou de 12
a 52,8% (média * SEM 28,41 * 3,6%), ¢ a quantidade de células CLA"/mm? de tecido variou
de 90 a 552 (média = SEM 283,91 * 41,99). Na mucosa oral, o percentual variou de 16 a
37,2% (média * SEM 25,54 © 2,64), e no mm? variou de 86 a 390 (média © SEM 232,71 *
42,53). Nao houve diferenca significativa entre os percentuais (p = 0,642) e a quantidade de

células CLA/mm?, (p = 0,398) obtidos em mucosa nasal e oral.

Tanto na mucosa oral quanto na nasal, as células Ki67" (marcador de proliferacio

celular) (Quadro 6 e grafico 1) estavam distribuidas de forma homogénea por todo o infiltrado
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inflamatorio na lamina préopria. A membrana basal demonstrou-se positiva em todas as lesdes
que apresentavam epitélio. Na mucosa nasal, foram encontradas 5,2 a 18% (média © SEM 9,6
*1,85%) de células Ki67", e a quantidade de células Ki67 /mm? de tecido variou de 12 a 230
(média * SEM 84,33 * 17,55) (Figuras 3f, 4a). Na mucosa oral, essas células variaram de 9 a
20% (média * SEM 14,62 £ 1,76%), e a quantidade de células Ki67/mm? variou de 39 a 115
(média * SEM 74,42 * 11,25) (Figuras 5h, 6e). Foi observada diferenca significativa quando
se comparou o percentual de células Ki67" (p = 0,038) em mucosas nasal e oral, estando esse
marcador mais presente na mucosa oral. Entretanto, quando se comparou a quantidade de

células Ki67/mm? de tecido, ndo houve diferenca significativa (p = 0,398).

Foi possivel detectar a presenga de NOS2 (enzima 6xido nitrico sintase induzida tipo
2) (Quadro 7 e Figura 7d) em todas as lesdes, com intensidade e distribui¢do variaveis, desde
pequenos grupos de células (discretos), até distribuicdo difusa abrangendo todo ou grande
parte do tecido (muito intenso). Apesar de tendéncia a ocorréncia de dispersao de NOS2 na
mucosa nasal em relagdo a mucosa oral, cujo maior grupo situava-se no grau moderado de
deteccao. Nao houve diferenga significativa quando se comparou a expressdao da enzima
NOS2 entre as lesdes nasais e orais, quanto a presenga ou auséncia de alta ou baixa expressao

(p= 0,77).

As células endoteliais expressando E-Selectina (CD62E) foram observadas em todas
as lesoes estudadas (Quadro 7). Em alguns campos, foi possivel observar vasos ativados e nao
ativados em proximidade. Nao se observou diferenga significativa de CD62E, quando

comparadas as lesdes orais e nasais (p = 0,71) (Figuras 4f e 71).

As células Bcl-2" (marcador de supressio de apoptose para molécula ligada a
resisténcia a morte celular) apresentavam distribui¢do heterogénea, concentrando-se em areas
proximas a lamina propria papilar nas duas mucosas estudadas (Quadro 6 e Grafico 1).
Constatou-se também a presenca de células positivas em torno de vasos e proximas a regiao
de ductos glandulares. Na mucosa nasal, o percentual de células Bcl-2" variou de 16 a 47,4 %
(média * SEM 34,39 * 3,25%), ¢ a quantidade de células Bcl-2"/mm? de tecido variou de 107
a 720 (média © SEM 395,41 * 58,82) (Figura 4b). J4 na mucosa oral, variou de 23,3 a 49,28%
(média * SEM 33,04 * 3,57%), e no mm” 141 a 580 (média * SEM 345,82 * 59) (Figura 7e).
Nao houve diferenca significativa, comparando-se o percentual (p = 0,673) e a quantidade de

células Bel-2"/mm? (p = 0,672) entre os dois grupos.
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As células expressando o ligante para Fas (FasL") (Quadro 6 e Grafico 1)
apresentavam distribui¢do heterogénea no infiltrado inflamatorio, formando pequenos
agrupamentos. As células positivas eram ainda observadas proximas a regido de vasos e
ductos glandulares. O percentual de FasL" variou de 5,6 a 31,8% (média = SEM 14,28 *
2,08%), e a quantidade de células F asL"/mm? de tecido variou 70 a 325 (média ~ SEM 165,33
*84,18), em mucosa nasal (Figura 4d). Na mucosa oral, o percentual FasL™ variou de 4,8 a
30,6 (média © SEM 22,05 * 3,65%), e FasL"/mm? variou de 52 a 235 (média * SEM 164 *
26,82) (Figura 5j). Nao foi evidenciada diferenca significativa, quando comparados o
percentual de FasL (p = 0,91) e a quantidade de FasL/mm? (p = 0,735), entre os dois grupos

estudados.

As células Fas™ (Quadro 6 e Grafico 1) apresentavam distribui¢io homogénea pelo
infiltrado inflamatério nos dois tipos de mucosa. Foi possivel também observar células Fas"
em endotélio de vasos e proximas a eles. Além disso, pode-se observar células Fas™ em regido
de glandulas. Na mucosa nasal, o percentual de células Fas" variou de 14 a 47,9% (média *
SEM 28,26 *2,67%), ¢ a quantidade de Fas"/mm? de tecido variou de 12 a 442 (média * SEM
235,51 * 38,55). Na mucosa oral, o percentual variou de 26,6 a 49% (média 1 SEM 33,68 +
2,89) e a quantidade de Fas"/mm? variou de 88 a 367 (média * SEM 239,85 * 33,98) (Figuras
5i, 6f). Nao foi verificada diferenca significativa, quando comparado o percentual de Fas' (p =

0,222) e a quantidade de Fas"/mm? de tecido (p = 0,966), entre os dois grupos analisados.



Quadro 6 — Lesdo de LTA em mucosa nasal e oral: Contagem percentual e/ou por
mm’ dos marcadores estudados

Marcadores Celulares Mucosa Nasal Mucosa Oral |
CD3 (%) 4536241 49,46 2,13 (p=0,19)
(Cels/mm?) (767,16 £ 106,56) (677,62 £78,28) (b= 0.52)
CD4 (%) 33,04%2.44 32,26 51,07 (p=0,512)
(Cels/mm?) (497,25 % 72,41) (483,75 748,77) (p=0817)
CDS8 (%) 26,93+ 1,34 2474%2,16 (p=0,817)
(Cels/mm?) (452,16 £ 67,90) (364,25 +52,14) (b= 0.537)
CD4/CD8 1,23%0,08 1,33%0,11 (p=10,757)
CD22 (%) 14,807 1,25 12,4251,59 (p=0,271)
(Cels/mm?) (93,16 * 15,62) (84,71 18,47) (p = 0,833)
CD68 (%) 34,4012,07 33,3311,67 (p=0,671)
Cels/mm?) (351,16 £ 66,71) (382,12 44,06) (=0217)
Neutroéfilos (%) 14,03 2,92 18,79 4,03 (p = 0,623)
(Cels/mm?) (173,16 * 44,52) (190,12 * 43,73) (p = 0.563)
CD1a (Cels/EPmm’) (26,33 %8,3) (32,147 12,79) (p = 0,865)
(Cels/LPmm?) (5,37 1,3) (5,8 1,59) (b = 0.865)
CL (%) 28,41%3,6 25,54 72,64 (p = 0,642)
(Cels/mm?) (283,91 £ 41,99) (232,71 £ 42,53) (0 = 0.398)
Ki67 (%) 9,60~ 1,15 14,62 1,76 (p = 0,038)
(Cels/mm?) (94,33 £ 17,55) (74,427 11,15) (p = 0,398)
BCl-2 (%) 34,39°3,25 33,04%3,57 (p = 0,673)
2 + +
(Cels/mm’) (395,41 * 58,62) (345,85~ 59) (p=0,672)
Fas (%) 28,14 72,67 33,66 = 2,89 (p=0,222)
2 + +
(Cels/mm?) (235,91 £ 38,52) (239,85 £ 33,98) (b = 0.966)
FasL (%) 14,28 2,08 22,05 73,56 (p=0,91)
2 s +
(Cels/mm?) (165,33 £ 84,28) (164 *26,82) (b= 0.735)

o . T i T .
Ep. Eptélio; Lp. Lamina propria expressos por média — desvio minimo valores.

Fonte: o autor, (2008).



Grafico 1 - Distribuicio comparativa dos percentuais entre as células
componentes do infiltrado inflamatorio presente nas lesdes orais e

nasais de LTA
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Quadro 7 - Intensidade de NOS2 e E-selectina detectadas nas lesoes de LTA em mucosa

nasal e oral

Distribuicao dos casos de acordo com a intensidade +/4

Localizac¢ao
Discreto Moderado Intenso Muito Intenso
(+/4) (++/4) (+++/4) (++++/4)

NOS2 Nasal 4 3 3 2
Oral 1 5 1 0

Nasal 0 5 4

E-selectina

Oral 0 3 3 1

NOS2- oxido nitrico sintase tipo 2.
Fonte: o autor, (2008).




Figura 3 - Mucosa nasal LTA: (a) células T CD3"; (b) células T CD4", (c) células T CDS", (d)
macréfagos CD68”, () neutrofilos, (f) células Ki67". Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigdo-Silva), (2007).
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Figura 4 - Mucosa nasal LTA: (a) células Ki67", (b) células Bcl-2", (c) neutréfilos, (d) células FasL',
(e) células CD22", (f) Expressdo de CD62E. Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigdo-Silva), (2007).
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Figura 5 - Mucosa oral LTA: (a) células T CD3", (b) células CD4’, (c) células CD8", (d) macréfagos CD68",
(e) Neutrofilos, (f) células CD1a’. Aumento original de 200x

Fonte: Laboratério Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor ¢ Fatima Conceigao-Silva), (2007).



Figura 5 - Mucosa oral LTA: (g) células CLA", (h) células Ki67", (i) células Fas’, (j) células FasL'.
Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigdo-Silva), (2007).
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Figura 6 - Mucosa oral LTA: (a) células T CD3", (b) células CD22", (c) macréfagos CD68", (d)
neutréfilos (e) células Ki67", (f) células Fas”. Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratério Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor ¢ Fatima Conceigdo-Silva), (2007).
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Figura 7 - Mucosa oral LTA: (a) células T CD3", (b) células T CDS8’, (c) neutréfilos, (d)
expressdo de NOS2", (e) Células Bcl-2", (f) expressdo de CD62E. Aumento original de 200x

Fonte: Laboratdrio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceic¢do-Silva), (2007).



102

6.3.2 Mucosas nasal e oral clinicamente sadias

6.3.2.1 Perfil quantitativo e qualitativo de macrofagos, linfocitos e neutrédfilos (Quadro 8 e

Grafico 2)

As células CD68" estavam presentes tanto no epitélio, como na lamina propria e
apresentavam nesta uma distribuicdo homogénea tanto nas mucosas orais quanto nasais. Na
lamina propria, foram observadas células positivas proximo ao endotélio de vasos e em torno
de ductos e glandulas. Na mucosa nasal, o percentual variou de 12,4 a 31,2 (média =~ SEM
26,71 * 1,76%), e a quantidade de células CD68"/mm? de tecido variou de 56 a 190 (média *
SEM 137,9 * 13,96) (Figura 3d). Na mucosa oral, o percentual variou de 11,4 a 35 (média *
SEM 23,14 * 2,29%), e a quantidade de células CD68"/mm? de tecido variou de 75 a 270
(média =~ SEM 140,60 = 21,7) (Figura 9i). Ndo foi encontrada diferenca significativa, quando
comparados os valores das mucosas sadias nasais e orais, tanto para o percentual de células

CD68" (p = 0,173) quanto células CD68"/mm? (p = 0,821).

As células CD3" podiam ser encontradas tanto no epitélio, como na lamina propria,
mas sempre em pequena quantidade, se comparado com as mucosas de LTA. Na lamina
propria, essas células apresentavam-se de forma difusa e discreta. Além disso, elas podiam ser
vistas no interior de vasos e/ou justapostas ao endotélio e proximas a regido de ductos e
glandulas. Na mucosa nasal, o percentual variou de 18,4 a 32,2 (média 1 SEM 26,82 ¢ 1,67%),
e a quantidade de células CD3"/mm? de tecido variou de 71 a 219 (média ¥ SEM 151 * 16,18)
(Figura 8a). Na mucosa oral, o percentual variou de 7 a 39,4 (média * SEM 20,32 ©2,81%), e
no mm’ variou de 46 a 352 (média ©* SEM 127,2 * 28,03) (Figura 9g). Houve diferenca
significativa no percentual de células CD3" entre as mucosas sadias (p = 0,038). Contudo, a
comparacio de distribuicio de células CD3" por mm” nos dois tipos de mucosa nio

evidenciou diferengas significativas (p = 0,199).

Tanto na mucosa oral quanto na nasal as células CD4" apresentavam distribuigo
pequena e heterogénea na lamina propria, além de também estarem presentes no epitélio
subjacente (Figura 8b). Na mucosa nasal, essas células variaram de 10,6 a 26%, (média *

SEM 18,04 © 1,69%). Ja a quantidade de células CD4+/mm2, de tecido era de 26 a 157 (média
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* SEM 79,9 * 11,93). Na mucosa oral, a porcentagem variou de 6 a 16,4% (média = SEM
10,54 * 0,95%). Na distribuicao por mm? no tecido, verificou-se a presenca de 22 a 210
células (média = SEM 68 *16,75). Na contagem percentual sobre as células totais, foi
evidenciada diferenca significativa (p = 0,002). Entretanto, na distribui¢io por mm?, nio

houve diferenca significativa (p = 0,212) nos dois grupos analisados.

Os linfocitos T CD8" apresentavam discreta distribuicdo heterogénea, com areas de
marcacdes mais freqiientes e menos freqiientes, em meio a lamina propria. Na mucosa nasal, o
percentual variou de 13,6 a 26% (média = SEM 19,3 © 1,21%), ¢ a quantidade de células
CD8"/mm? de tecido de 36 a 221 (média * SEM 125,2 * 20,2) (Figura 8c). Na mucosa oral, o
percentual variou de 4,8 a 15% (média * SEM 8,66 * 0,86%) ¢ no mm” de tecido 17 a 236
(média © SEM 60,2 * 20,02) (Figura 9h). Nio foi observada diferenca significativa na
contagem percentual (p = 0,817) e na distribui¢do por mm® (p =0,537). A razdo CD4/CD8, na
mucosa nasal sadia, variou de 0,67 a 1,20 (média © SEM 0,92 ~ 0,063). J4 na mucosa oral,
sadia a mesma razdo variou de 0,88 a 1,42 (média © SEM 1,25 : 0,11). Houve diferenca
significativa entre as razdoes CD4/CD8 (p = 0,019) na comparagdo dos dois grupos

pesquisados.

Apesar de pouco freqiientes, as células B CD22" tinham um padrdo de distribuicéo
heterogéneo, formando pequenos grupos de células positivas, em meio ao infiltrado
inflamatério, na 1amina propria. Na mucosa nasal, o percentual de B CD22" variou de 3,4 a
14,8% (média * SEM 9,3 * 1,25%), e a quantidade de CD22"/mm?” de tecido variou de 14 a 89
(média = SEM 44,4 * 7,98) (Figura 8f). Na mucosa oral, o percentual variou de 2 a 11,2%
(média ¥ SEM 6,32 * 0,89%), e a quantidade de CD22"/mm” de tecido variou de 12 a 67
(média = SEM 30,2 © 6,16) (Figura 91). Nao foram observadas diferencas significativas,
quando comparados o percentual de CD22" (p = 0,13) ¢ a quantidade de CD22"/mm? (p =

0,212) nas mucosa nasal e oral.

Os neutroéfilos também demonstravam um padrao de distribui¢do heterogéneo e mais
discreto que nas lesdes estudadas. Na mucosa nasal, o percentual variou de 1,2 a 22,6%
(média ¥ SEM 11 *2,10%), e a quantidade de neutréfilos/mm? de tecido foi de 6 a 82 (média *
SEM 45,7 *© 9,78) (Figura 8¢). Na mucosa oral, o percentual variou de 0,5 a 10,2% (média *
SEM 4,78 * 1,10%), e a quantidade de neutrofilos/mm” de tecido variou de 2 a 586 (média *

SEM 30,4 * 9,33) (Figura 9j). Houve diferenga significativa na contagem percentual de
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neutrofilos entre as duas mucosas (p = 0,028). Todavia, na distribui¢do por mm? (p = 0,364),

ndo foi observada diferenga entre os dois grupos estudados.

6.3.2.2 Perfil quantitativo e qualitativo de células de Langerhans (Quadro 8)

As células de Langerhans CDla" foram observadas em menor quantidade tanto no
epitélio quanto na ldmina propria. Na lamina propria podiam ser observadas células dispersas
e proximas a lamina propria papilar, embora em pouquissima quantidade. Na mucosa nasal, a
quantidade de células CD1a"/mm? variou no epitélio de 5 a 48 (média = SEM 13,22 *5.6) e na
lamina propria variou de 1 a 7 (média =~ SEM 3,55 * 0,74) (Figura 8g). Na mucosa oral, a
quantidade de células CD1a’/mm? variou de 3 a 69 no epitélio (média * SEM 34,88 © 6,84) ¢
na lamina propria variou de 1 a 7 (média = SEM 2,42 * 0,87) (Figura 9a). Houve diferenca
significativa na quantidade de células CDla"/mm’ de tecido tanto no epitélio (p = 0,046)
quanto na lamina prépria (p = 0,126) quando comparado com a das mucosas nasal e oral

sadias.

6.3.2.3 Marcadores de inflamagao (Quadros 8 ¢ 9)

As células CLA" podiam ser observadas na lamina propria apresentando distribui¢ao
heterogénea. Na lamina propria papilar, a marcagdo era mais intensa que na area reticular.
Havia também a presenca de células CLA" proximas, ou na luz de vasos, e proximas a areas
de ductos e glandulas, mas sempre em pequenas quantidades. Na mucosa nasal, o percentual
variou de 6 a 24% (média = SEM 11 * 1,66%), ¢ a quantidade de células CLA"/mm?* de
tecido variou de 23 a 126 (média © SEM 56,6 © 9,07) (Figura 8h). Na mucosa oral, o
percentual variou de 5,6 a 36% (média = SEM 13,5 © 2,8%), e a quantidade de células
CLA"/mm? de tecido variou 19 a 260 (média = SEM 60,9 * 22.85) (Figura 9b). Ndo houve
diferenga significativa tanto na contagem percentual (p = 0,596) quanto na quantidade de
células CLA"/mm’ de tecido (p = 0,199). A comparagdo entre tecido sadio e doente

/ + . ,
demonstrou que as células CLA" na mucosa oral sadia apresentavam-se em numero
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semelhante as das lesdes. No entanto, na mucosa nasal sadia elas eram cerca de metade do

observado nas lesOes.

As células Ki67" encontradas na membrana basal apresentavam marcagio positiva em
todas as lesdes. Na lamina propria, apesar de pequena concentracio as células Ki67" podiam
ser identificadas em distribuicdo heterogénea. A comparagdo entre tecido sadio e doente
mostrou uma reducao de cerca de 3 a 4 vezes o nimero de células positivas. Na mucosa nasal,
o percentual variou de 1,6 a 11,1% (média * SEM 5,79 * 1,15 %), e a quantidade de células
Ki67 /mm” de tecido da ldmina propria variou de 12 a 68 (média * SEM 26,1 * 5,76) (Figura
81). Na mucosa oral, o percentual variou de 1 a §8,8% (média * SEM 3,42 * 0,70%), e a
quantidade de células Ki67"/mm® no tecido da lamina propria variou de 5 a 34 (média * SEM
16,4~ 3,46) (Figura 9¢). Nao foi observada diferenca significativa no percentual (p = 0,186), e
na distribui¢do por mm? de tecido (p = 0,129).

A presenca de NOS2 foi evidenciada nas mucosas sadias (Quadro 9 e Figura 9f).
Nessas mucosas, essa enzima apresentava baixa expressao, com marcagdo menos intensa e
distribuicdo mais discreta. Nao houve diferenga significativa na expressdo de NOS2,

comparando-se as mucosas nasais e orais sadias (p = 0,99).

A expressdo de E-selectina (CD62-E) foi observada em todos os tecidos estudados
(Quadro 9 e Figura 9m). A maioria das amostras apresentava baixa expressao de selectina-E.
Comparando-se o grau de intensidade da Selectina-E, ndo foi observada diferenga significante

quando se pesquisou as mucosas nasais e orais sadias (p = 0,25).

As células Bcl-2" apresentavam distribui¢do heterogénea, concentrando-se em areas
proximas a lamina prépria papilar (Quadro 8, Figura 9d e Grafico 2). Na mucosa nasal, o
percentual de células positivas variou de 10,8 a 43% (média = SEM 27,97 © 3,1%), ¢ a
quantidade de células Bcl-2"/mm? de tecido foi de 107 a 720 (média * SEM 150,7 = 14,3). Ja
na mucosa oral, o percentual variou de 6,2 a 30,6% (média = SEM 14,2 + 2,23%), e a
quantidade de células Bel-2"/mm? de tecido foi de 32 a 160 (média * SEM 69,2 * 11,6).
Houve diferenca significativa comparando tanto a distribui¢do percentual (p = 0,008) quanto a

quantidade de células Bel-2"/mm? de tecido (p = 0,001).
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As células expressando o ligante para Fas (FasL") (Quadro 8 e Grafico 2) mostravam
distribui¢@o heterogénea, e organizada em pequenas dreas. Na mucosa nasal, o percentual de
células positivas variou de 6 a 28% (média =~ SEM 11,80 * 2,07%), e a quantidade de células
FasL'/mm? no tecido examinado foi de 28 a 129 (média 1SEM 62,8 * 9,36). Na mucosa oral,
a contagem percentual variou de 1,5 a 20,4% (média *SEM 13,45 1,91%), e a quantidade de
células FasL"/mm? de tecido, de 9 a 232 (média * SEM 64,3 * 11,35). Nio foi evidenciada
diferenca significativa tanto na contagem percentual (p = 0,212), quanto na quantidade de

células FasL"/mm?® de tecido (p = 0,88).

As células Fas" apresentavam distribuigdo homogénea pelo tecido (Quadro 8 e Grafico
2). Além disso, pode-se notar também células Fas® positivas em ductos e glandulas e proximo
a vasos sangiiineos. Na mucosa nasal, o percentual de células positivas variou de 8,4 a 32%
(média © SEM 16,28 * 2,25%), e a quantidade de Fas"/mm? de tecido, de 50 a 145 (média *
SEM 82,5 © 10,06) (Figura 8j). Na mucosa oral, o percentual variou de 12,6 a 28,8% (média -
SEM 19,73 * 1,72%), e a quantidade de Fas"/mm” no tecido, de 47 a 227 (média * SEM 95,9 *
16,83) (Figura 9¢). Quando comparou-se os dois tipos de mucosa sadia, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os percentuais (p = 0,162), ¢ a quantidade de Fas"/mm?” de tecido

(p = 0,705).



107

Quadro 8 - Mucosas clinicamente sadias nasal e oral: Contagem percentual e/ou por
mm’ dos marcadores estudados

Marcadores Celulares Mucosa Nasal Mucosa Oral P
CD3 (%) 26,825 1,67 20,32 52,81 (p =0,038)
(Cels/mm2) (151%16,18) (127,2 £28,03) (p = 0.199)
CD4 (%) 18,04 1,69 10,54 0,95 (p = 0,002)
(Cels/mm?) (79,9 £ 11,93) (68 % 16,75) (p=0212)
CD8 (%) 19,37 1,21 8,66 = 0,86 (p = 0,0001)
(Cels/mm’) (1252%20.2) (60,27 20,02) (p=0,015)
CD4/CD8 0,920,063 1,25%0,11 (p=0,019)
CD22 (%) 93%1,25 6,68 0,90 (p=0,13)
(Cels/mm?) (44,40 = 7,98) (30,20 £ 6,16) (p=0212)
CD68 (%) 26,717 1,76 23,1472.29 (p=0,173)
(Cels/mm?) (137,90 * 13,96) (140,60 * 21,70) (p=0.821)
Neutréfilos (%) 112,10 4,785 1,10 (p = 0,028)
(Cels/mm?) (45,7%9,78) (30,40 £ 9,33) (b = 0.364)
CD1a (Cels/EPmm?) (13,22%5,6) (34,88 £ 6,34) (p = 0,046)
(Cels/LPmm?) (2,425 0,87) (3,5520,74) (b 0.126)
CLA (%) 111,66 13,572,8 (p = 0,596)
(Cels/mm?) (56,6 % 9,07) (60,9 *22,85) (b = 0.199)
Ki67 (%) 579%1,15 3,4270,70 (p =0,186)
(Cels/mm?) (26,10 = 5,76) (16,4 * 3,46) (b= 0.129)
BCI-2 (%) 27,97%3,1 1425223 (p = 0,008)
(Cels/mm?) (1507 14,3) (69,27 11,6) (p = 0,001)
Fas (%) 16,28 %225 19,73 51,72 (p=0,162)

2 + +
(Cels/mm?) (82,510,06) (95,9 % 16,83) (p = 0.705)
FasL (%) 11,80%2,07 13,45+1,91 (p=0,212)
(Cels/mm?) (62,8%9,36) (64,3 % 11,35) (0 = 0.88)

r1: A . ;. , 4. T . ;.
Ep. Eptélio; Lp. Lamina propria expressos por média — desvio minimo valores.

Fonte: o autor, (2008).
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Grafico 2 - Distribuicdo comparativa dos percentuais presente em mucosas orais
e nasais clinicamente sadias
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Quadro 9 - Intensidade de NOS2 e E-selectina verificadas nas mucosas clinicamnete sadias

nasal e oral

Localizac¢ao Distribuicao dos casos de acordo com a intensidade +/4
Discreto Moderado Intenso Muito Intenso
(+/4) (++/4) (+++/4) (++++/4)
NOS2 Nasal 9 1 0 0
Oral 9 1 0 0
Nasal 6 0 0
E-selectina
Oral 5 2 3 0

NOS2- 6xido nitrico sintase tipo 2.

Fonte: o autor, (2008).
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Figura 8 - Mucosa nasal clinicamente sadia: (a) células T CD3", (b) células CD4", (c) células CDS",

(d) macréfagos CD68”, (e) Neutrofilos, (f) células CD22". Aumento original de 200x
Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceicdo-Silva), (2007).
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Figura 8 - Mucosa nasal clinicamente sadia: (g) células CD1a", (h) células CLA", (i) células Ki67", (j)
células Fas". Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratério Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigao-Silva), (2007).
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Figura 9- Mucosa oral clinicamente sadia: (a) células CD3", (b) células CDS", (c) macrofagos
CD68", (d) neutrofilos, (e) células CD22", (f) expressdo de CD62E. Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratério Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Concei¢ao-Silva), (2007).
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Figura 9 - Mucosa oral clinicamente sadia: (g) células CD1a", (h) células CLA", (j) células
Bcl-2", (1) células Fas', (m) expressdo de NOS2". Aumento original de 200x.

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigao-Silva), (2007).
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6.3.3 Comparacio entre lesdo e o tecido clinicamente sadio em mucosa nasal

Foram observados maiores percentuais de células CD68" (p = 0,004), CD3" (p =
0,0001), CD4" (p = 0,001), CD8" (p = 0,002), CD22" (p = 0,008), CLA" (p = 0,001), Ki67"
(p=0,038) ¢ Fas" (p = 0,003) em lesdo de mucosa nasal, quando comparados & mucosa nasal
clinicamente sadia. Quanto a intensidade de células/area de tecido, foi observada maior
quantidade de células CD68" (p = 0,0001), CD3" (p = 0,0001), CD4" (p = 0,0001), CD8" (p =
0,001), CD22" (p = 0,013), Neut' (p = 0,007), CLA" (p = 0,001), Ki67" (p=0,007), Fas™ (p =
0,005) e FasL™ (p = 0,001) em lesdo de mucosa nasal, quando comparada a mucosa nasal

clinicamente sadia (Quadro 10, Grafico 3).
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Quadro 10 - Comparacio entre a contagem percentual e/ou por mm’ dos marcadores
estudados nos sitios de lesoes de LTA em mucosa nasal e das mucosas nasais
clinicamnte sadias

Marcadores Celulares | Mucosa Nasal LTA Mucosa Nasal Sadia P
CD3 (%) 4536 2,41 26,82 1,67 (p =0,0001)
2 s *
(Cels/mm’) (767,16 © 106,56) (151°16,18) (p = 0,0001)
CD4 (%) 33,04 - 2,44 18,04 1,69 (p=0,001)
2 * *
(Cels/mm’) (497,25 72,41) (79,9 11,93) (p = 0,0001)
CDS8 (%) 26,93 % 1,34 1931121 (p = 0,002)
(Cels/mm?) (452,16 * 67,90) (125,2%20,2) (p = 0.001)
CD4/CD8 1,23 10,08 0,920,063 (p=0,011)
CD22 (%) 14,80 ¥ 1,25 931,25 (p = 0,008)
(Cels/mm?) (93,16 * 15,62) (44,40 * 7,98) (p=0.013)
CD68 (%) 34,40 2,07 26,717 1,76 (p = 0,004)
2 + i
(Cels/mm?) (351,16 * 66,71) (137,90 * 13,96) (p = 0.0001)
Neutréfilos (%) 14,03 2,92 11+2,10 (p=0,742)
Cels/mm?) (173,16 * 44,52) (45,7%9,78) (p = 0.007)
CD1a (Cels/EPmm’) (26,337 8,3) (13,22 %5,6) (p=10,332)
(Cels/LPmm?) (5313) (2,4270,87) (p=0212)
CLA (%) 28,4173,6 11°1,66 (p=0,001)
2 + +
(Cels/mm’?) (283,91 * 41,99) (56,6 -9,07) (p = 0,0001)
Ki67 (%) 9,60 1,15 579%1,15 (p =0,038)
(Cels/mm?) (94,33 % 17,55) (26,10 * 5,76) (p = 0.007)
BCI-2 (%) 34,39%3,25 27,973,1 (p=0,176)
2 + i
(Cels/mm’?) (395,41 * 58,62) (150,7 % 14,3) (p = 0.001)
Fas (%) 28,14 72,67 16,28 £2,25 (p = 0,003)
2 * *
(Cels/mm?) (235,91 * 38,52) (82,5 % 10,06) (p = 0.005)
FasL (%) 14,28 2,08 11,80 2,07 (p=0,262)
2 * +
(Cels/mm’) (165,33~ 84,28) (62,8-9,36) (p=0,001)

r1: As ;. , 4. T . ;.
Ep. Eptélio; Lp. Lamina propria expressos por média — desvio minimo valores.

Fonte: o autor/, (2008).
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Mucosa LTA Mucosa sadia

Figura 10 - Estudo comparativo entre mucosas nasais: (a, b) células T CD4", (c, d) neutréflios, (e,
f) celulas CD68". Aumento original de 200x

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceigdo-Silva), (2007).
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6.3.4 Comparacio entre lesdo e o tecido clinicamente sadio em mucosa oral

Foram observados maiores percentuais de células CD68" (p = 0,006), CD3" (p =
0,001), CD4" (p = 0,0001), CD8" (p = 0,001), CD22" (p = 0,006), Neut" (p =0,001), CLA" (p
=0,007), Ki67" (p = 0,001), Bcl-2 (p = 0,002), Fas™ (p = 0,007) e FasL (p = 0,04) em lesdo,
quando comparados a mucosa oral clinicamente sadia. Quanto a intensidade de células/area de
tecido, foi observada maior quantidade de células CD68" (p = 0,001), CD3" (p = 0,0001),
CD4" (p = 0,0001), CD8" (p = 0,001), CD22" (p = 0,008), Neut™ (p = 0,003), CLA" (p =
0,002), Ki67" (p = 0,001), Bcl-2 (p = 0,001), Fas” (p = 0,005) e FasL (p = 0,006) em lesio,

quando comparado & mucosa oral clinicamente sadia (Quadrol1, Grafico 4).



Quadro 11 - Comparacido entre a contagem percentual e/ou por mm’* dos
marcadores estudados nos sitios de lesoes de LTA em mucosa oral e das
mucosas orais clinicamente sadias.

Marcadores Celulares | Mucosa Oral LTA Mucosa Oral Sadia P
CD3 (%) 49,46%2,13 20,32%2,81 (p=10,001)
(Cels/mm?) (677.6278,28) (127,2728,03) (p = 0,0001)
CD4 (%) 32,26 1,07 10,54 70,95 (p = 0,0001)
2 + +

(Cels/mm?) (483,75 48,77) (68%16,75) (b = 0.0001)
CDS8 (%) 2474216 8,66 0,86 (p=0,001)
(Cels/mm?) (364,25 52,14) (60,2 %20,02) (0 = 0.001)
CD4/CDS8 1,33%0,11 1,25%0,11 (p=0,534)
CD22 (%) 12,4251,59 6,68 70,90 (p = 0,006)
(Cels/mm?) (84,71 = 18,47) (30,20~ 6,16) (p = 0,008)
CD68 (%) 33,337 1,67 23,14%2,29 (p = 0,006)
(Cels/mm?) (382,12 % 44,06) (140,60 = 21,70) (b = 0.001)
Neutrofilos (%) 18,79 % 4,03 4,785 1,10 (p=10,001)
(Cels/mm?) (190,12 * 43,73) (30,40 = 9,33) (p = 0,003)
CD1a (Cels/EPmm?) (32,14 712,79) (34,887 6,84) (p=0,75)
(Cels/LPmm?) (5.8%1,59) (3,55%0,74) (= 0.178)
CLA (%) 25,54 2,64 13,5528 (p = 0,007)
(Cels/mm?) (232,71 +42,53) (60,9 * 22,85) (0 = 0.002)
Ki67 (%) 14,62 71,76 3,4270,70 (p=0,001)
(Cels/mm?) (74,42 % 11,15) (16,4 3,46) (b= 0.001)
BCI-2 (%) 33,04%3,57 1425223 (p = 0,002)
(Cels/mm?) (345,85 % 59) (69,2%11,6) (b = 0.001)
Fas (%) 33,66 2,89 19,737 1,72 (p =0,007)
(Cels/mm?) (239,85 % 33,98) (95,9%16,83) (b = 0,005
FasL (%) 22,05%3,56 13,4551,91 (p=0,04)
(Cels/mm?) (164 *26,82) (64,3 11,35) (b = 0.006)

o A L gt L
Ep. Eptélio Lp. Lamina propria expressos por média — desvio minimo valores

Fonte: o autor, (2008).
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Grafico 4 - Comparacao de celularidade verificada nos tecidos orais de pacientes
portadores de LTA e individuos clinicamente sadios
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Mucosa LTA Mucosa sadia

Figura 11 - Estudo comparativo de mucosas orais: (a, b) células T CD3", (c, d) células T CDS8’, (e, f)
neutrofilos’. Aumento original de 200x

Fonte: Laboratorio Imunoparasitologia-IOC-FIOCRUZ (o autor e Fatima Conceicdo-Silva), (2007).
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6.3.5 Deteccao de parasitas

A detecgdo de parasitas foi possivel em 8 dos 20 pacientes estudados pela
histopatologia, sendo (6 casos) de mucosa oral e (2 casos) mucosa nasal. Pela imuno-
histoquimica foi possivel a visualizacdo de amastigotas em 4 casos. A presenca de parasitas
era nestes casos mais freqlientes nas lesdes orais (3 casos) que nas lesdes nasais (1 caso). Nos
pacientes em que o parasita ndo foi visualizado pela imuno-histoquimica e histopatologia, a
infeccdo foi confirmada por cultura (7) ou laudo descritivo de histopatologia sugestivo de
LTA (9). Os demais casos foram confirmados por: ELISA (17), (RIFI) (17) e IDRM (18). O
estudo de correlagdo entre a presenca de parasitas detectaveis e a intensidade de NOS2 nas
lesdes demonstrou como resultado uma correlacdo inversa entre os dois parametros (p =

0,0436).

Figura 12 - Imuno-histoquimica para detec¢@o de formas amastigostas em lesdes de LT A mucosa em atividade

Fonte: o autor, Fernanda Nazaré Morgado e Fatima Conceigdo Silva (2007).
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, foi analisada a resposta imune celular in situ de lesdes da LTA
forma mucosa, acometendo tanto as cavidades orais quanto nasais, bem como a composi¢ao
celular de amostras de mucosa nasal e oral sadias. Além disso, foram realizados testes para a

deteccao de parasitas nas lesoes.

As lesdes de LTA em atividade mostraram consideraveis infiltrados inflamatorios,
constituidos principalmente por células T, macréfagos e, em menores proporgdes, linfocitos B
e granuldcitos, tanto nas lesdes orais quanto nas nasais. A literatura tem demonstrado que o
infiltrado inflamatoério na LTA, tanto cutanea quanto mucosa, ¢ composto primariamente por
linfocitos T e macrofagos (MARTINEZ-ARENDES et al., 1991; ESTERRE et al., 1992;
BARRAL-NETTO et al., 1995; BOTRELL et al., 2001; DIAZ et al., 2002; AMATO et al.,
2003; FARIA et al., 2005; MORGADO et al., 2008). A predominancia destas células em
lesdbes de mucosa oral e nasal também foi relatada em outras doengas infecciosas
granulomatosas como a paracoccidioidomicose (MOSCARDI-BACCHI et al., 1989;
NEWORAL et al., 2003; BATISTA et al., 2005) e ndo granulomatosas, como as
periodontites, sinusites e rinites infecciosas (PAWANKAR e OKUDA, 1993; YAMAZAKI et
al., 1995; LAPPIN et al., 1999; GREVERS et al., 2000; PETIT et al., 2001). Este achado
pode ocorrer devido a caracteristica destes processos inflamatorios notadamente aqueles
produzidos por patégenos, em estimular predominantemente a resposta imune celular, com

importante fun¢do de macrofagos na eliminacdo do agente causal.

Em outras doencas inflamatérias nao infecciosas acometendo mucosa oral, como o
lupus eritematoso, o infiltrado inflamatdério também ¢ predominantemente composto por
linfocitos T do subtipo CD4, contudo com uma menor quantidade de macréfagos, linfocitos B
(LOURENCO et al., 2007). No nosso estudo, as propor¢des de linfocitos T, B, macrofagos e
neutrdfilos, nos tecidos nasais e orais sadios, eram bem menores do que aquelas encontradas
nas lesdes, mas poderiam ser identificado. Isso pode ocorrer porque as mucosas de boca e
nariz, mesmo sendo consideradas sadias, sdo areas de contato permanente com corpos
estranhos e microorganismos. Desta forma, o sistema de vigilancia imune estd sempre
ativado, mesmo que em pequena intensidade, o que pode explicar a detec¢ao de células tidas

como inflamatdrias, geralmente em pouca quantidade. Nas mucosas normais, a quantidade de



124

células fagociticas residentes ¢ pequena, mas suficiente para desempenhar funcio de defesa as
agressoes, que normalmente ocorrem nestas regides. Também deve ser lembrada a presenca
de mediadores quimicos, IgA, antibidticos naturais e outros na saliva, hoje considerada parte
integrante da barreira local as infecgdes (ABBAS e LICHTMAN, 2005; ALMEIDA et al.,
2008). Além disto, Assim, como a regido entra em contato constante com microorganismos
potencialmente patogénicos, o sistema imune mantém pequenas concentragcdes de células em
atividade no local. Quando uma infecgao se estabelece de forma mais prolongada a resposta
imune se organiza para aumentar o niumero e alterar a composicao do infiltrado inflamatoério,
de acordo com cada necessidade. Desta forma, a maior concentragdo de tipos celulares e
marcadores de atividade, nas lesdes mucosas com lesdo, estaria relacionada a presenca do
agente etioldgico, que desencadearia uma série de alteragdes na composi¢do celular, na
tentativa de controlar a carga parasitaria local e debelar a infecgdo. Como hoje € sabido que a
saliva pode participar da resposta imune oral, o estudo da composicdo destes componentes em
pacientes e controles sadios poderia trazer subsideos a compreensdo da reagdo inflamatoria
local. Por outro lado, apesar da descricao de diferencas na composi¢ao da saliva em relagdo a
faixa etaria, estudos conflitantes na literatura parecem indicar que, em situagdes de
inflamacdo, ndo haveria diferenca significante na resposta imune local, mesmo comparando-
se individuos de diferentes idades (NAVAZESH et al., 1992; PERCIVAL et al., 1994,
ALMEIDA et al., 2008).

Em nosso estudo, encontramos maior quantidade de células T CD4" em relagdo as
células T CD8", tanto nas lesdes mucosas nasais, quanto nas orais, sendo que as razdes
CD4/CD8 das duas mucosas foi semelhante. Dados semelhantes foram observados em
estudos prévios tanto na forma mucosa quanto na cutdnea de LTA, apesar da doenga mucosa
ser mais severa e destrutiva (MODLIN et al., 1985; BARRAL et al., 1987, MARTINEZ-
ARENDES et al., 1991; ESTERRE et al., 1992; BARRAL-NETTO et al., 1995; AMATO et
al., 2003; FARIA et al., 2005). Por outro lado, Morgado et al., (2008), estudando lesdes
recentes e tardias em pele, encontraram uma razao maior de células CD4/CDS8 nas lesdes
tardias quando comparadas com as lesdes recentes. Em oposicao, em dois estudos sobre
leishmaniose cutanea realizados na Venezuela, sendo uma ocasionada por L. panamensis, foi
observada constancia de valores menores para a razdo CD4/CD8. Entretanto, os autores nao
foram capazes de identificar algum fator para explicar essa diferenca (MODLIN et al., 1985;
ISAZA et al., 1996). Estas diferencas poderiam ocorrer tanto pelo tipo de parasita circulante

quanto pela carga genética da populagdo estudada. Em adigdo, estudos focados na resposta
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celular periférica tém evidenciado um maior percentual de células CD8" especificas, quando
comparado ao percentual de células CD4" (CARVALHO, 1985; CASTES et al., 1988; DA-
CRUZ et al., 2002). A diferenca observada no estudo in situ traz evidéncias sugestivas da
compartimentalizagdo da resposta imune, como descrito em outros sistemas. A
compartimentalizagdo do sistema imune ja foi discutida em diversos o6rgaos e tecidos, como,
por exemplo, em MALT (KUPER et al., 2003; MCGHEE et al., 1992; ALLARDYCE e
BIENENSTOCK, 1984), SALT (STREILEIN, 1983), imunologia de unhas (ITO et al., 2005)
e olhos (ZIERHUT et al., 1996). Desta forma, a lesdo envolvendo tecidos poderia apresentar
uma resposta imune local, ndo necessariamente refletida no compartimento periférico,
indicando a importincia dos estudos da resposta imune in situ na compreensdo da

imunopatogénese de determinadas doengas.

Neste trabalho, observamos uma variagao da expressao de NOS2 (de pouco a muito
intenso), tanto em lesdes mucosas nasais como em orais. Apesar de ndo ser possivel detectar
diferenca significativa, as lesdes nasais tendem a apresentar expressao maior de NOS2, pois
41,7% das lesdes nasais apresentam alta expressdo da enzima enquanto que somente 14,3%
das lesdes orais apresentam alta expressdao de NOS2. Os pacientes com leishmaniose mucosa
apresentam uma forte imunidade mediada pelas células T, com a detecg¢do de poucos parasitas
in situ (BRASIL, 2007). No presente estudo, apesar dos pacientes com a forma mucosa de
LTA apresentarem infiltrado inflamatério caracteristico, ou seja, processo inflamatdrio
cronico granulomatoso, com infiltrado linfoplasmocitario difuso, a deteccido das formas
amastigotas pela histopatologia (HE) foi possivel apenas em 8 dos 20 individuos (40%).
Destes 8 pacientes , 6 apresentavam lesdes mucosas orais, 0 que sugere maior quantidade de
parasitas identificaveis na mucosa oral, quando comparada a mucosa nasal. Considerando-se
todos os possiveis exames para detec¢dao do parasita, a positividade foi de 12 pacientes em 20.
Clinicamente, as lesdes nasais apresentam reagdes mais intensas do que as lesdes orais,
inclusive grandes destrui¢cdes teciduais com conseqiiente maior destruicdo dos elementos
parasitarios. Isso poderia explicar a maior freqiiéncia de deteccao de parasitas nos tecidos
orais. No entanto apesar da maior atividade inflamatéria nas lesdes mucosas nasais, o estudo
estatistico dos resultados de anatomopatologia ndo mostrou diferenca de intensidade de
infiltrado entre lesdes orais e nasais. Isso poderia ser devido a variabilidade encontrada nos
varios casos estudados entre lesdes orais e nasais. Além disso, a analise estatistica das lesoes
orais mostrou que a presenca do parasita determina infiltrados de maior intensidade. Estes

resultados aparentemente discrepantes podem ser devidos a dindmica das lesdes. Pacientes
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com lesdes orais tenderiam a procurar auxilio médico mais precoce, devido aos sintomas
clinicos como edema, sangramento, dor € odinofagia. Assim, mesmo nos casos de aumento do
processo inflamatorio ainda seria possivel a visualizagdo do parasita. Ja as lesdes mucosas
nasais tenderiam a cronificar levando ao paciente procurar o médico muitos meses apds o
inicio dos sintomas. Esta demora proporciona tempo para a diminui¢do da carga parasitaria.
Outra hipdtese também leva em consideracdo o fato de que a menor deteccdo de parasitas nas
lesdes nasais seria devido a intensa destruicdo dos mesmos em paralelo a uma intensa
replicacdo. Desta forma, ndo haveria acumulo visivel, mas a quantidade de antigeno
parasitario presente nas lesdes levaria a manuten¢do de processo inflamatorio ativo. Além
disso, no presente estudo foi possivel constar uma associagdo inversa entre a expressdao de
NOS2 e a quantidade de parasitas nas lesdes mucosa. Este dado sugere a importancia da
enzima no controle da carga parasitaria, pois quanto maior a expressao de NOS2, menor ¢ a
quantidade de parasitas assim como observados nas lesdes cutaneas. Resultados semelhantes

foram observados nas lesoes cutaneas (MORGADO et al., 2008).

O NO tem sido considerado um importante sinal molecular em uma variedade de
tecidos podendo também apresentar papel significante como um modificador citotdxico na
resposta imune ndo especifica, produzindo tanto uma resposta benéfica quanto prejudicial
(MONCADA e HIGGS, 1993; KRONCKE et al., 1997; KENDALL et al., 2001). Quando o
NO ¢ produzido localmente em altas concentragdes, pode agir como uma molécula citotoxica,
para células infectadas por fungos, bactérias, protozoarios, células tumorais e células normais
proximas aos sitios de produgdo (KRONCKE et al., 1997). Deste modo, NO poderia também
estar relacionado a destrui¢ao tecidual (KENDALL et al., 2001).

Morgado et al. (2008), constataram que as lesdes de LTA cutaneas apresentavam uma
reagdo inflamatoria constituida principalmente de linfocitos T e macrofagos. E a andlise da
expressdo do NOS2 mostrou correlagdo direta com o nimero de células CD3. Observaram
também associacdo entre NOS2 e a baixa quantidade de parasitas, enfatizando a importancia
do NOS2 na eliminagdo do patdégeno. Resultados semelhantes foram encontrados por Faria et
al. (2005), que verificaram ainda que as lesdes mucosas apresentavam menor expressao de
NOS2, quando comparadas as lesdes cutdneas. No entanto, Diaz et al. (2002), encontraram
expressoes semelhantes de NOS2 nos varios tipos de lesdes estudadas, mesmo nas lesdes de
leishmaniose cutanea intermediaria (LCI) que apresentam poucos parasitas € cuja resposta

imune ocorre de forma semelhante a leishmaniose mucosa. Essas diferengas podem ocorrer
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devido a varios fatores, como espécie de Leishmania e tempo de evolucdo. Neste sentido,
resultados semelhantes foram encontrados em outras infecgdoes (NEWORAL et al., 2003). Em
conjunto estes dados corroboram a sugestdo de correlacdo entre alta expressao de NOS2 e

baixa carga parasitaria.

Na analise das mucosas sadias, verificou-se baixa expressdo da enzima NOS2. Estes
dados estdo de acordo com estudos realizados em tecidos periodontais, onde pode-se
demonstrar que a expressao de NOS2 ¢ mais elevada em gengivites e periodontites quando
comparados aos tecidos gengivais clinicamente sadios (LAPPIN ef al., 2000; BATISTA et al.,
2002). Em adigdo, em estudos realizados comparando-se a expressao da enzima NOS2 em
amostras de pacientes com rinite alérgica e com amostras de tecidos sadios também foi
possivel detectar uma maior expressao da molécula nos pacientes de rinite quando comparado

aos tecidos sadios (KHARITONOV et al., 1997).

Os macréfagos desempenham um papel central na leishmaniose tanto como células
apresentadoras de antigenos, mediando a estimulacao de células T especificas, quanto como
células hospedeiras das formas amastigotas de Leishmania sp. No entanto, uma vez ativadas,
essas células sdo capazes de eliminar os parasitas através dos mecanismos microbicidas e
sintese de citocinas e quimiocinas, como o IFN-y, TNF-a. Ja foi verificado que a eliminagao
das amastigotas pelos macrofagos murinos e humanos depende principalmente dos
mecanismos oxidativos, como intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e intermediarios
reativos de nitrogénio (RNI), particularmente o NO, cuja producdo ¢ estimulada pelo NOS2

(BRANDONISIO et al., 2001).

Um encontro marcante nas lesdes mucosas foi a presenca de quantidades apreciaveis
de polimorfonucleares neutrofilos (PMNn). A presenca de neutrofilos leucocitos tem sido
relatada mais freqlientemente em lesdes agudas, mas também pode ser encontrada em lesdes
cronicas de leishmaniose cutanea. Durante o estabelecimento da resposta imune, os PMNn
sdo as células dominantes, nos primeiros trés dias apdés a infecgdo. No entanto, em estudo
recente, Morgado et al. (2008), sugeriram a participagdo de neutrofilos no processo
inflamatorio, mesmo em estagios tardios da infeccdo. No presente estudo, os neutrdfilos
estavam presentes, tanto nas lesdes mucosas de LTA, como nas mucosas sadias, porém, em
diferentes propor¢des. Estudos sobre a importancia dos neutrofilos, no inicio da infeccao e

controle da carga parasitaria na leishmaniose, demonstraram que camundongos depletados de
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PMNn e infectados por Leishmania sp. apresentam cargas parasitarias maiores (LIMA et al.,
1998). As lesdes mucosas orais apresentavam maior quantidade de neutréfilos do que o tecido
oral sadio. As lesdes orais sao muito dolorosas, o que dificulta a higienizacdo adequada.
Deve-se considerar que a boca ¢ um local contaminado e que, no nosso estudo, a maioria dos
pacientes apresentava ma conservagdo dentdria e de proteses, favorecendo infecgdes
secundarias, como candidiase e doenca periodontal. O mesmo nao foi observado nas mucosas
nasais, onde a quantidade de neutrofilos foi semelhante aquela observada em mucosa nasal
sadia, nao havendo diferenca significativa. Este dado ndo exclui a possivel participagdo destas
células no processo inflamatorio, em resposta ao agente etiologico, pois é possivel que as
mucosas nasais do grupo clinicamente sadio apresentassem agressdes nao detectaveis no
exame microscopico. No entanto, como as lesdes nasais tendem a cronicidade e evolugdo
lentificada, a substitui¢ao destas células por outras envolvidas na resposta imune celular deve

ser considerada.

As cé€lulas de Langerhans sdo células dendriticas imaturas intra-epiteliais que atuam
como componentes importantes do sistema imune da pele e da mucosa (STINGEL et al.,
1980). Elas sdao responsaveis, nas fases iniciais de infeccdo, pela captura e transporte dos
antigenos proteicos para os linfonodos (MOLL et al., 1993). Essas encontram-se localizadas
acima da camada basal da pele (MURPH et al., 1985) e, mucosas oral (ZAVALA e
CAVICCHA, 2006), nasal (FOKKERNS, 1989; HELLQUIST et al., 1991), esofagica,
pulmonar, vaginal e retal (GIROLOMONI et al., 2002). Nestes locais, as células CDla"
apresentam antigenos para os linfocitos T, ativando-os. Como na pele, a maioria das células
de Langerhans da mucosa sdo encontradas no epitélio (VAN LOON et al., 1989). No epitélio
da mucosa bucal, a densidade de células de Langerhans nao difere significativamente da
densidade de células da epiderme. Por outro lado, na camada papilar da lamina propria da
mucosa bucal sdo encontradas significativamente menos células de Langerhans que na derme.
Em nosso estudo, encontramos distribuigdo semelhante de células de Langerhans CD1a" nas
lesdes mucosas de LTA e mucosas clinicamente sadias nasais e orais, tanto em epitélio, como
em lamina propria. De um modo geral, a quantidade de células CD1a’, em lamina propria, era
bem menor do que no epitélio. Modlin et al. (1985) e Martinez-Arendes et al. (1991),
observaram que ha a auséncia de células de Langerhans epitelias em lesdes de leishmaniose
mucosa nasal se comparados com os nossos resultados, estes dados, aparentemente
contraditorios podem ter varias explicacdes, desde o tipo de lesdo até a fonte do anticorpo

utilizado j& que mais de 15 anos separam os resultados. Diaz ef al. (2002) e Morgado et al.
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(2008), encontraram as células de Langerhans CDIla" distribuidas no epitélio das lesdes
cutaneas de LTA, formando uma rede de células. Xavier et al. (2005), em seu estudo,
demonstraram que a quantidade de células CD1a" era maior nas lesdes de LTA cutanea do
que nos controles negativos. A diferenca qualitativa e quantitativa na distribui¢dao de células
de Langerhans pode refletir uma modificagdo na dindmica de apresentacdo de antigenos
nestes locais, em relagdo ao tipo, local e evolugdo da lesdo. No entanto, o mecanismo
existente (ainda ndo totalmente exclarecido) pode ser considerado bastante eficaz, ja que o

processo inflamatdrio € intenso nas regides acometidas.

No presente trabalho, as células CLA" foram freqiientemente observadas dentro dos
vasos ¢ aderidas ao endotélio. A importancia dessa molécula nos processos de migracao ¢ a
localizagdo das células na pele e na mucosa ja foram demonstradas (PIETRIZAK et al., 1996;
ZITZMANN et al., 2002). Os linfécitos T selecionados nos linfonodos regionais, através da
acdo das células apresentadoras de antigeno, passam a expressar moléculas de superficie
(CLA, LFA-1) que os direcionam para o sitio de lesdo. Essa migragdao ¢ resultado da
expressao de CD62E e ICAM-1, pelo endotélio, das vénulas ativadas pelas citocinas
inflamatorias. Nas lesdes estudadas, as expressdes de CD62E e CLA apresentavam
distribuicdo e intensidade varidveis tanto na mucosa nasal, quanto na oral, sem diferenca
significativa quando as duas mucosas foram comparadas. Morgado et al. (2008), também
encontraram intensidade e distribui¢ao variavel entre CLA ¢ CD62E nas lesdes cutaneas de
LTA. No presente estudo, a quantidade de células CLA" nas lesdes de mucosa nasal quando
comparada a mucosa nasal clinicamente sadia era praticamente o dobro. Este dado corrobora
a descricdo de intenso processo inflamatorio e ativo, com migragdo continua de células e,
conseqiientemente, aumento constante da resposta imune local. J& as lesdes orais ativas
quando comparada a mucosa oral clinicamente sadia apresentavam expressio de CLA" muito
semelhante. Este achado pode ser devido a constante atividade de vigilancia imunoldgica
existente na regido ligadas as condig¢des particulares de microtrauma e constante exposi¢ao a
agentes infecciosos nas mucosas orais ditas sadias. As células CLA positivas também foram

encontradas na mucosa oral do liquen plano e mucosa normal (WALTON et al., 1997).

O percentual médio de células Ki67 mostrou que algumas das células estdo
proliferando no sitio de lesdo, podendo contribuir para o aumento local da populagdo de
células. Em nosso estudo, houve diferenca significativa entre as populagdes de células Ki67",

verificadas entre as lesdes de mucosa nasal e oral. Nas mucosas clinicamente sadias, a
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quantidade de células Ki67" era bem menor geralmente e restritas 4 camada basal do epitélio,
quando comparadas as lesdes. A mucosa oral apresentou maior quantidade de células Ki67",
quando comparada a mucosa nasal. Este achado sugere que o processo inflamatoério na
mucosa oral se encontrava ainda em franca expansao. Esses dados podem ser associados ao
menor tempo de evolucdo das lesdes orais em relagdo as mucosas nasais (15 x 29 meses,
respectivamente) e a maior facilidade de detec¢do dos parasitas. Em conjunto estas
observagdes apontam para uma atividade inflamatoéria ainda em estado de expansdo. Neste
sentido, nossos resultados vao de encontro com aqueles estudados na literatura de LTA.
Morgado et al. (2008), avaliando a populagdo de células Ki67 ™ em lesdo cutinea de LTA,
encontraram uma correlacdo positiva entre Ki67 e células T CD4, e sugeriram que estas
seriam as células em proliferacdo no sitio da lesdo. Ainda foi observada uma correlagdo

positiva entre Ki67 e Bcl-2 corroborando o ambiente de proliferagao.

A familia Bcl-2 apresenta um papel importante na regulagdo da apoptose e na
modulagdo do ciclo celular, regulando as proteinas nos mecanismos de controle da morte
(apoptose) e proliferagao celular. Essa proteina ¢ encontrada em linfocitos T € B normais. No
presente estudo, a quantidade de células Bcl-2" era bem maior nas lesdes ativas do que nos
tecidos clinicamente sadios. Poucos sao os estudos a respeito de Ki67 e Bcl-2, em doencas
infecciosas (KAMINAGAKURA et al., 2006). Os estudos referentes a esses marcadores
relatados na literatura, em mucosa oral e nasal, sdo voltados ao cancer e displasias, sendo
avaliado o indice de proliferagao celular em epitélio e ndo em lamina propria (CRUCHLEY et
al.,, 1998; MCALINDEN et al., 2000; LORO et al., 2002; THOMSOM et al., 2006;
VICENTE et al., 2006). No entanto, o achado de células com perfil de proliferagao (Ki67")
aliado a presenca de Bcl-2 (prote¢dao contra morte celular) sugere um ambiente de atividade
inflamatoria intensa, onde o numero de células inflamatorias tende a aumentar. Houve
correlagdo positiva entre Bcl-2 e CD3, CD4 e CD8 e isso sugere que o processo inflamatdrio
esta em intensa atividade com estimulo a manutengao e sobrevida das células. Estes dados sao
semelhantes aos previamente observados em lesdes cutaneas de LTA (MORGADO et al.,
2008). Provavelmente este processo pode ser resolvido quando o estimulo produzido pela
presenca do parasita comegar a diminuir. Neste ponto a inflamagdo pode ser controlada para

facilitar a cicatrizagao.

Foi detectada expressao de Fas, tanto nas lesdes de mucosas orais como nas nasais. De

forma andloga, expressdo de FasL, tanto em mucosa nasal quanto em oral, foi semelhante,
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ndo tendo sido detectada correlagdo entre Fas/FasL. A ativacdo da via Fas/FasL desencadeia
uma cascata enzimadtica que leva a célula-alvo a morte por apoptose. A importidncia do
Fas/FasL no controle do processo inflamatorio ja foi relatada em estudos cutaneos (GUAN et
al., 2000) e em mucosa intestinal (MERGER et al., 2002; ZHU et al., 2005; SOUZA et al.,
2006) poucos sdo os relatos em mucosa oral e nasal (LORO et al.,1999; CAMPANELI et al.,
2003). Na forma cutanea de LTA, Morgado et al. (2008), encontraram intensa expressao de
Fas, que se mantinham mesmo nas lesdes mais antigas. Conceigdo-Silva et al. (1998),
estudando camundongos deficientes em Fas ou Fasl, demonstraram a importancia dessa
molécula no controle do processo inflamatorio e cicatrizagcdo da lesdo in vivo. No nosso
trabalho quando se comparou a expressdo de Fas e FasL nas lesdes mucosas ativas de LTA
com os controles negativos, observou-se que tanto a expressao de Fas, quanto de FasL eram
significativamente maiores do que nas mucosas clinicamente sadias, sugerindo a participagado

dessa via, no processo inflamatdrio, nas lesdes mucosas de LTA.

Analisados em conjunto, os dados apresentados nesse estudo demonstraram que, de
forma geral, o processo inflamatorio de LTA nas formas mucosa nasal e oral sao semelhantes
entre si e guardam estreita relagdo com os achados observados nas lesdes cutaneas
(MORGADO et al., 2008). No entanto, algumas particularidades podem ser observadas como
a presenca de quantidades importantes de PMNn, parasitas, células em proliferacio (Ki67") e
NOS2 nas lesdes orais se comparadas com aquelas observadas nas lesoes nasais. Estes dados,
em associacao com a presenca de tempos de evolucao mais curtos € maior queixa clinica dos
pacientes, demonstraram que de forma geral, as lesdes orais sdo examinadas de forma mais
precoce. Isto pode ocorrer principalmente pela dificuldade imposta dia-a-dia do paciente
frente a alteracdes da cavidade bucal que levam a dificuldade de alimentagcdo e também a
certo problema social. Em paralelo, a freqiiéncia de mas condi¢des de conservagdo dentaria e
a presenca de processos inflamatdrios na gengiva tendem a funcionar como um amplificador
de destruicdo tecidual e sintomatologia clinica. Por outro lado, estas mesmas associagdes
podem dificultar e confundir o correto diagndstico dos pacientes, retardando assim o inicio do
tratamento especifico. Nao se pode esquecer ainda a dificuldade diagnostica, pois nem sempre
o isolamento de patdgenos em cultivo e a identificagdo de amastigotas de Leishmania sp. em
permeio ao infiltrado inflamatorio, apresenta importante grau de dificuldade, mesmo para

patologistas experientes.
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No nosso pais, onde a LTA ¢ amplamente distribuida, a presenca de lesdo bucal que
ndo responde aos tratamentos convencionais em pacientes provenientes de area endémica, ou
com historia pregressa de viagens habitacao temporaria em areas de LTA, assim como relatos
de lesdes cutaneas de dificil cicatrizagdao deve levantar a suspeita de LTA de mucosa oral,
mesmo que existam outras associagdes como dentes em mal estado de conservagdo e
inflamacdo relacionadas. Se isto ocorrer, certamente um nimero maior de casos de LTA

envolvendo mucosa oral sera identificado e uma resolu¢ao mais rapida do caso sera obtida.

Quanto a resposta imune nas mucosas acometidas por LTA, outros marcadores
funcionais deverao ser testados, de modo a melhor caracterizar o fendmeno, na tentativa de
identificar a causa de destruicdo tecidual mais intensa nestas areas, quando comparadas as
lesdes cutaneas. Seria esta destruicao conseqiiéncia de particularidades locais (tipo de
vascularizagdo que facilita aporte celular, diferencas de condi¢des fisiopatologicas de
manuten¢do dos tecidos), do maior tempo médio de evolugdo, mais tempo de inflamagao? ou
da presenga concomitante de outros fatores (alergias, periodontites, associagdo de agentes
infecciosos, maior contato com microorganismos)? ou talvez até de alguma condi¢do ainda
ndo evidenciada? A continuidade da caracterizagdo da resposta imune local nestes casos

podera auxiliar a responder a estas questoes.
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8 CONCLUSOES

1-

Nao houve diferengas significativas entre idade, sexo e histéria pregressa dos
pacientes apresentando lesdo de LTA em mucosa oral ou nasal. No entanto, foi
possivel verificar um menor tempo de evolu¢do e maior identificagdo de parasitas

nas lesOes orais.

Os resultados apresentados sugerem que o processo inflamatorio produzido pela
infeccdo das mucosas por parasitas do género Leishmania se apresenta de forma
semelhante nas mucosas orais € nasais. Apenas algumas células como CDS8 e

neutrdfilos apresentavam diferencas na distribuicao.

A comparacdo entre mucosa nasal doente e clinicamente sadia demonstrou uma
maior concentracdo e distribuicdo de macrofagos, linfocitos T (CD4 e CDS),
linfocitos B e neutrofilos nas mucosas com lesdes de LTA. Da mesma forma,
observou-se uma maior expressdo de CLA, Ki67, Fas e FasL nas lesdes. 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 infeccao
amplifica o aporte e a estimulacdo, levando a organizagdo do processo inflamatorio

propriamente dito;

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

| Comissdo Cientifica e de Etica
. Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 11 de novembro de 2005

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n®: 0127/05

Intitulado: Analise da resposta imune celular in situ das lesdes
ativas em mucosa oral e nasal da leishmaiose
tegumentar americana

do(a) aluno(a): Mariana Reuter Palmeiro

Programa de: Estomatologia Clinica

do curso de:
Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Salete Maria Pretto e Profa. Fatima
Conceigdo Silva

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 7117 de novembro de 20085.

Este projeto deverad ser imediatamente encaminhado ao CEF/PUCRS
5
o o
@ @ “'\\
o 1 1
o 3 ilia G o
(g 3 Profa. Dra. M3arilia Gerhardt de Oliveira
2 Presidente da Cofnissao Cientifica e de Etica da
% Faculdade de*@dontologia da PUCRS
A )
o ‘a
h=
Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538

Porto Alegre /RS — Brasil - Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-peia pucrs.br
90619-900



ANEXO B - OFiCIO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA PUCRS

. PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO e

4gis PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL @’)
@ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS e

Oficio n°® 014/2006-CEP Porto Alegre, 03 janeiro de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa intitulado: “Analise da resposta imune celular in
situ das lesGes ativas em mucosa oral e nasal da leishmaniose tegumentar

americana”.

Sua investigagao estd autorizada a partir da presente

data.

Atenciosamente,

)

< o
Prof. Dr. Caio Coelho Marques

COORDENADOR EM EXERCICIO

limo(a) Sr(a)
Dout Mariana Reuter Palmeiro
N/Universidade
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FIOCRUZ

r\i FAnws e de nal
[ { FIOCRUZ
A Fundacio Oswaldo Cruz

Institute de Pesquisa Clinica Evandio Chagas

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER 011/2006

Rio de Janeiro, 13 de margo de 2006

Deliberagao: APROVADO

Titulo do Projeto: "Andlise da resposta imune celular m situ das lesdes ativas em
mucosa oral e nasal da leishmaniose tegumentar americana”.

Protocolo n° CEP: 0017.0.011.009-06.

Pesquisador Responsavel: Fatima Conceigao- Silva.

Instituicao: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro ChagaSIFlOCRUZ

Este estudo visa a comparar através do método de imunohistoquimica, a formacgéo,
composigao e distribuigdo espacial do processo inflamatorio in situ das lesdes ativas em
mucosa oral e nasal da Leishmaniose Tegumentar Americana. A amostra serd composta
de pacientes com diagnéstico de Leishmaniose Tegumentar Americana, confirmados
através da intradermorreagao de Montenegro e de pelo menos mais um outro método de
diagnostico laboratorial para a leishmaniose, entre eles: impressdo em lamina,
Anatomopatolégico, Elisa, Imunofluorescéncia Indireta e Cultura. Os individuos com
controle serdo aqueles que se submeterem a cirurgia plastica estética ou reparadora na
regido oral ou nasal. Os.pacientes comporao 3 grupos, cada um com 10 a 15 individuos
com as seguintes caracteristicas: 1) lesdo ativa em cavidade oral; 2) lesao ativa em
cavidade nasal; 3) mucosas ndo relacionadas, oriundas de cirurgias plasticas e ou
reparativas. Os dados clinicos ser&o obtidos do prontuério de atendimento e discutidos
com o médico responsavel, mantendo-se a clausula de sigilo. Sera desenvolvido numa
colaboragdo entre o Laboratorio de Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz -
IOC/FIOCRUZ e o Ambulatorio do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas -
IPEC/FIOCRUZ. |

Apbs analise da viabilidade e dos aspectos éticos do estudo e de acordo com a
Resolugdo 196/96 do CNS-MS, a deliberagdo deste Comité foi pela aprovagao do

protocolo de pesquisa apresentado.

D2 [éq Camillo-Covra
Coordenadora do Comit
de Ltica em Pesquisa
IPEC / FIGCRUZ
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ANEXO D - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA FIOCRUZ

f’U Pheasiine. de Laile
FIOCRLUZ | i
= Fundagao Oswaldo Cruz . t R s .’

Institine de Pesquisa Clinica Evandro Chagas : I L A

Comité de Etica em Pesquisa
PARECER CONSUBSTANCIADO

Protocolo 0017.0.011.009-06

1. ldentificagio:

Titulo do Projeto: “Andlise da resposta imune celular in situ das lesdes ativas em
mucosa oral e nasal da leishmaniose tegumentar americana”.

Pesquisador Responsavel: Fatima Conceigao-Silva (LOC)

Instituicao Responsavel: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas / FIOCRUZ.
Data de Apresentagio ao CEP: 22/02/2006.

2. Sumario:

Este estudo visa a comparar através do método de imunohistoquimica, a formacéo,
composicao e distribuicdo espacial do processo inflamatério in situ das lesées
ativas em mucosa oral e nasal da Leishmaniose Tegumentar Americana. A
amosfra serd composta de pacientes com diagndstico de Leishmaniose
Tegumentar Americana, confirmados através da intradermorreagdo de Montenegro
e de pelo menos mais um outro método de diagnéstico laboratorial para a
leishmaniose, entre eles: impressdo em lamina, Anatomopatologico, Elisa,
Imunofluorescéncia Indireta e Cultura. Os individuos com controle serdo aqueles
que se submeterem & cirurgia plastica estética ou reparadora na regido oral ou
nasal. Os pacientes compordo 3 grupos, cada um com 10 a 15 individuos com as
seguintes caracteristicas: 1) lesdo ativa em cavidade oral; 2) lesédo ativa em
cavidade nasal; 3) mucosas ndo relacionadas, oriundas de cirurgias pléasticas e ou
reparativas. Os dados clinicos serdo obtidos do prontuario de atendimento e
discutidos com o médico responséavel, mantendo-se a cldusula de sigilo. Serd
desenvolvido numa colaboragio entre o Laboratério de Imunoparasitologia do
Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ e o Ambulatério do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas - IPEC/FIOCRUZ.

3. Observagdes Gerais: (Atendendo & Resolugdo CNS 196/96).

Estrutura do Protocolo: Adequado.

Justificativa de uso de placebo: N&o se aplica.

Justificativa de suspensé&o terapéutica: (wash-out) Nao se aplica.

Analise de riscos e beneficios: Adequada.

Retorno de beneficios para o sujeito e/ou para a comunidade: Adequadas.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Bem elaborado.

Informagéo adequada quanto ao financiamento: O projeto conta com suporte
financeiro do |OC/FIOCRUZ (parte experimental), IPEC/FIOCRUZ (atendimento
ambulatorial e rotina diagndstica) e CNPg — MS.



ANEXO E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido’

INSTITUIGAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS (IPEC) — FIOCRUZ
COORDENADOR DA PESQUISA: ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH

ENDEREGO: Av. BRASIL 4365 - MANGUINHOS - RI0 DE JANEIRO - RJ - CEP 21045-900
TELEFONES: (0xx21) 2598-4260 / 2598-4263 / 2598-4266 FAX (0xx21) 2590-9988

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: AVALIACAO CLINICA, IMUNOLOGICA, HISTOPATOLOGICA E
PARASITOLOGICA DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
APRESENTANDO LESOES ATIVAS E CICATRIZADAS

NOME DO VOLUNTARIO:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenga causada por
parasitas chamados leishmanias e que acomete seres humanos e animais. A
doenga é transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regides de mata,
plantacdes de banana, manga etc. localizadas proximas as moradias humanas,
onde costuma entrar para se alimentar de sangue de pessoas e animais domésticos.
A LTA se apresenta como feridas na pele de dificil cicatrizagdo. Algumas vezes, a
LTA pode se tornar mais grave, envolvendo as mucosas de revestimento interno do
nariz e da garganta, mesmo varios anos apds a cicatrizagao da ferida na pele.
Atualmente, ndo temos como saber qual paciente adoecera de novo e qual
permanecera curado definitivamente.

Outras doengas como infecgcdes por bactérias, micoses, tuberculose, sifilis,
tumores etc. podem se manifestar de forma parecida com a leishmaniose e, depois
de curadas, pode nao ser possivel diferenciar as cicatrizes através dos exames
utilizados de rotina atualmente.

No momento, varias perguntas precisam ser respondidas como: quais
pacientes irdo permanecer curados apods o tratamento e quais irdo reabrir suas
cicatrizes ou desenvolver doenga dentro do nariz ou na garganta? outras doengas
tém sido confundidas e tratadas como LTA? qual o papel dos seres humanos

doentes ou aparentemente curados na transmiss&o da doenga?

17 via: Prontuario Médico 2% via: Paciente
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Pelo presente documento, vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma
investigacdo clinica a ser realizada no IPEC, com o objetivo de avaliar o estado
clinico e os exames de laboratério de individuos com LTA, em diferentes periodos de
evolucdo, assim como o aspecto microscopico e a presenga de leishmanias no
sangue e nas lesdes de pele ativas ou cicatrizadas comparando-as com amostras de
pele sadia e com outras doengas.

Este documento procura esclarecé-lo sobre o problema de saude em estudo e
sobre a pesquisa que sera realizada, prestando informacgdes, detalhando os
procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé podera recusar-se a
participar de uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a
qualquer momento, sem que este fato Ihe venha causar qualquer constrangimento
ou penalidade por parte do IPEC. O seu atendimento médico ndo sera prejudicado
caso vocé decida n&o participar ou caso decida sair do estudo ja iniciado. Os seus
médicos poderdao também interromper a sua participacdo a qualquer momento, se
julgarem conveniente para a sua saude.

A sua participagdo com relagdo ao Projeto consiste em autorizar a realizag&o
de uma série de exames para avaliar a evolugado da sua doenga e que este material
seja utilizado neste estudo. Também sera necessaria a sua autorizagdo para a
utilizacdo de documentacgao fotografica ou flmagem de suas lesbes para estudo e
para que parte das amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros
estudos que tenham como finalidade a melhor compreensdo da doenca, o
desenvolvimento e avaliagdo de novos métodos diagnosticos; avaliagdo da resposta
ao tratamento etc., desde que tal estudo seja previamente analisado e autorizado
por um Comité de Etica em Pesquisa.

Os exames e procedimentos aplicados Ihe serdo gratuitos. Vocé recebera
todos os cuidados médicos adequados para a sua doenca.

Participando deste estudo vocé tera algumas responsabilidades: seguir as
instrucdbes do seu médico; comparecer a unidade de saude nas datas marcadas;
relatar a seu médico todas as reagdes que vocé vier apresentar referentes ao
estudo, tanto positivas quanto negativas.

Caso vocé necessite de atendimento médico, durante o periodo em que
estiver participando do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clinica Evandro

Chagas, mesmo fora do seu agendamento. Em caso de necessidade ligue para o
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Dr. Armando de Oliveira Schubach ou Dra. Mariza Salgueiro nos telefones acima.
Caso vocé apresente qualquer problema clinico relacionado ao estudo e que
necessite de internagdo, a equipe meédica providenciara seu leito no Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas. Sua identidade sera mantida como informagao
confidencial. Os resultados do estudo poderdao ser publicados sem revelar a sua
identidade e suas imagens poderdo ser divulgadas desde que vocé n&o possa ser
reconhecido.  Entretanto, se necessario, os seus registros médicos estarao
disponiveis para a equipe envolvida no estudo, para o Comité de Etica em Pesquisa,
para as Autoridades Sanitarias e para voceé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessarias antes de
concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento. O seu médico
devera oferecer todas as informagdes necessarias relacionadas a sua saude, aos
seus direitos, e a eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participagao neste
estudo.

Procedimentos, exames e testes que serao utilizados:

Inicialmente havera coleta de informagdes sobre a doenca; exame meédico
geral e exame da pele com descrigdo e documentacgao fotografica ou filmagem das
lesbes; exame interno do nariz e da garganta com um aparelho chamado fibra 6tica,
que permite ver lesdes pequenas ou em locais de dificil acesso, para descricao e
documentagédo fotografica ou filmagem das lesdes (se necessario sera aplicado
"spray" anestésico local). Retirada, com anestesia local, de um pequeno fragmento
de pele doente (lesdo ativa ou cicatrizada) ou de pele sadia, para realizagdo de
exames para identificar células e outros componentes do organismo, assim como a
possivel presenca de leishmanias.

Quando indicados, outros exames poderédo ser realizados para diagnosticar
outras doengas possiveis de ser confundidas com a LTA e para avaliar a resposta do
organismo contra as leishmanias: um teste cutaneo (inje¢gdo da décima parte de um
mililitro de um reativo para LTA na pele da regido anterior do antebrago, a qual
devera ser revista cerca de 2 dias ap0s a inje¢c&o); e exames de sangue (quantidade
equivalente a 2 colheres de sopa).
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Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais:

A coleta de sangue podera causar alguma dor no momento da pungéo venosa
e, eventualmente, podera haver a formacdo de uma area arroxeada no local, que
voltara ao normal dentro de alguns dias.

Ocasionalmente, o teste na pele podera, apresentar uma reacido forte com
inflamac&o do local, mais raramente, formagdo de bolhas e de ferida. Todo o
processo costuma regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.

Tanto o teste na pele quanto o anestésico injetado no momento da bidpsia
(retirada de um pequeno fragmento de pele para exame) poderdo causar alergia,
geralmente limitada ao aparecimento de areas vermelhas, empoladas e com coceira
na pele e que respondem bem a medicamentos anti-alérgicos. Mais raramente
podera haver uma reacdo mais severa com dificuldade de respirar € necessidade de
cuidados mais intensos, existentes no IPEC.

Eventualmente, no local da bidpsia, podera ocorrer inflamacdo e dor,
acompanhados ou nao de infecgcdo por bactérias. Mais raramente a cicatriz podera
reabrir. Caso isso ocorra, podera ser necessario o uso de medicamentos para dor e

antibidticos ou de repetir o tratamento para LTA.

Formas de ressarcimento:
Sempre que necessario, nos dias de seu atendimento, podera ser fornecida
alimentagcao conforme rotina do Servigo de Nutricdo e Servico Social do IPEC para

pacientes externos.

Beneficios esperados:

Espera-se que os exames realizados indiqguem que, neste momento, vocé
esteja curado ou necessite de nova investigacdo ou tratamento. Entretanto, as
consultas de retorno regulares por varios anos apds o tratamento sao indicadas para
a confirmagao da cura. Os resultados deste estudo poderdo ndo beneficia-lo

diretamente, mas no futuro, poderao beneficiar outras pessoas.

Declaro que li e entendi todas as informacdes referentes a este estudo e que
todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica,
a qual estara a disposicao para responder minhas perguntas sempre que eu tiver

duvidas.
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Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto,

voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa.

Nome paciente: Data
Nome médico: Data
Nome testemunha?: Data
Nome testemunha?: Data

Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito. No caso de

menores de 18 anos, devera ser assinado pelo pai, mae ou responsavel legal.
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ANEXO F - TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, FATIMA CONCEICAO-SILVA , coordenadora ¢ MARIANA
REUTER PALMEIRO, aluna do projeto de pesquisa intitulado “ANALISE DA
RESPOSTA IMUNE _CELULAR _IN SITU EM LESOES ATIVAS EM _MUCOSA
ORAL _E NASAL DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA.”, nos

comprometemos a manter a confidencialidade assim como a privacidade dos participantes do

projeto.

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este projeto, serdo

mantidos em um banco de dados sob nossa responsabilidade.
Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em comunicagdes cientificas

mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado ndo sera empregado em outras

pesquisas, a nao ser quando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro, 30/10/2005.

Fatima Conceicao Silva

Mariana Reuter Palmeiro
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ANEXO G - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CONTROLE SADIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Controle sadio

Instituicdo: Instituto Oswaldo Cruz e Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ

Titulo do Projeto: “Influéncia da resposta imune in situ na evolugao de doengas infecto-
parasitarias. Estarda o fenébmeno de morte celular (programada e eventual) envolvido no
processo de resolugédo das lesdes?.”

CEP-IPEC-Fiocruz- 014/2002

Investigadores (Pesquisadores): Fatima da Concei¢ao Silva MD, PhD; Armando Schubach, MD
PhD; Anténio Francesconi do Valle, MD PhD; Maria Clara Galhardo, MD PhD; Ménica Barros, MD
MSc; Marisa Salgueiro, MD; Jodo Moreira, MD MSc; Regina Lana, MD, PhD; Keila B. F. Marzochi,
MD Phd; Alvaro Bertho dos Santos PhD; Fernanda Nazaré Morgado MSc, Mariana Reuter Palmeiro.

Nome do Voluntario:

T , declaro que sou
voluntario no estudo sobre LEISHMANIOSE, ESPOROTRICOSE E OUTRAS DOENCAS
GRANULOMATOSAS. Fui informado que este estudo é para obter mais conhecimentos
sobre estas doengas. Minha participagdo sera como controle ndo doente para comparacao
com os casos de doentes. A minha participagdo em nada alterara o atendimento e
acompanhamento médico que se faz necessario para diagnosticar e tratar meu caso. Os
resultados deste estudo ndo me beneficiardo diretamente, mas poderao no futuro beneficiar
outras pessoas. Todos os resultados serdo relatados a minha pessoa e considerados
confidenciais, podendo os mesmos serem divulgados na forma de comunicagao cientifica.
Entretanto n&o sera permitido a minha identificagao.

Pelo responsavel fui informado de que:

1- Este documento procura fornecer informagdes sobre doencgas infecciosas da boca e o que
sera realizado, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos
potenciais. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo, dela me afastar em
qualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer constrangimento, e que o
acompanhamento clinico, o tratamento e o controle de cura em nada serao modificados pela
minha desisténcia. Os exames e procedimentos aplicados seréo gratuitos.

2- Os investigadores se obrigam a nao revelar minha identidade em qualquer publicagao
resultante deste estudo, assim como, poderdo interromper minha participagdo, a
qualquer tempo, por razbes técnico/ médicas quando, entdo, me serdo fornecidos
aconselhamentos e orientacéo.

3- Antes de assinar este Termo, devo me informar plenamente sobre 0 mesmo, nao
hesitando em fazer perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente esclarecer.
E importante estar ciente das seguintes informagdes:

A- O problema de saude objeto da investigacéo:

A leishmaniose, espeorotricose etc sdo doengas da pele de gravidade variavel de
acordo com a reagao do organismo do doente. Ainda nao existe uma forma de prevengao,
como vacinas para esta doenga.

B- Objetivo da investigacao:

O objetivo principal deste trabalho é estudar a resposta imunoldgica dos pacientes
para que possamos deste modo tentar evidenciar um tipo de reposta protetora (benéfica). O
conhecimento desta resposta podera ser importante para se tentar prever a evolugcao das
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doencas e com isto tentar evitar ou minimizar as formas graves. Além disto, o melhor
conhecimento destas doengas pode propiciar no futuro o desenvolvimento de novos
tratamentos e mesmo de uma vacina.

C- Exames, procedimentos e tratamento que serao utilizados:

Nesta investigacédo esta previsto o estudo da resposta imunolégica dos voluntarios
provenientes de areas endémicas de leishmaniose, esporotricose. Os pacientes voluntarios
fardo um teste na pele (injegéo de 0,1 ml), chamado teste de Montenegro, para auxiliar no
diagnostico da doenga. Sera coletado sangue da veia (20 ml) antes e apds o tratamento
com antimonial. Este sangue servira para fazer alguns exames de esclarecimento
diagnostico e também para a pesquisa. Além disso, sera retirado um fragmento de bidpsia
de lesdo que sera dividido em partes para o diagndstico da doenga, isolando o parasita, e
para o estudo cientifico. Todos estes procedimentos sao usados na rotina de diagndstico e
servem para confirmar que estou com Leishmaniose. No meu caso especifico sera coletada
apenas uma amostra de tecido da boca a cirurgia que sera realizada por outras causas
(retirada de dentes e outras) ou tecido da mucosa nasal (Corneto inferior) por outras causas
(septoplastia e turbinectomia) e Exames relacionados a leishmaniose, esporotricose etc.

D- Beneficios:

O estudo da resposta imune em pacientes com leishmaniose tem apontado para um
importante papel de algumas células e fatores imunoldgicos na evolugao da doenga. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para que possamos tentar esclarecer o seu papel na regulagéo
da resposta imune levando a cura ou a protecdo da Leishmaniose. Estes conhecimentos
poderao fornecer importantes contribuicdes para se prever a evolugao desta enfermidade nos
individuos doentes e, para que possamos estabelecer uma futura vacina para a leishmaniose.

E- Inconvenientes:

Os inconvenientes que possam surgir serao devidos a cirurgia que farei. Nenhuma
adicao sera feita ao procedimento necessario.

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:

Nao ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serdo utilizados durante
este trabalho s&o os rotineiramente usados no meu tipo de tratamento.

Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-me a participar da
investigacdo proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter recebido respostas
satisfatorias a todas elas, e ciente de que poderei voltar a fazé-las a qualquer tempo assim
como abandonar o estudo caso queira. Declaro dar meu consentimento para participar desta
investigacdo recebendo uma cépia do Termo, estando ciente, ainda, de que uma outra cépia
permanecera registrada nos arquivos do laboratério responsavel pela pesquisa.

Local e data:

Nome do voluntario:

Enderego

Assinatura:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome do investigador /médico reponsavel:

Assinatura:
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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