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RESUMO
A leishmaniose cutanea disseminada (LCD) é uma forma rara e emergente de infeccao
causada por leishmania. Ela inicia com uma lesdo que ulcera e ocorre disseminagédo
hematogénica e linfatica do parasito. E caracterizada pela presenca de 10 ou mais lesdes
cutaneas pleomorficas (papular, nodular, acneiforme, crostosa e ulcerada), acometendo
dois ou mais segmentos anatdmicos do corpo e com comprometimento de mucosa. No
Novo Mundo € causada, comumente, pela Leishmania (Viannia) braziliensis sendo
documentado casos com Leishmania (Leishmania) amazonenses, Leishmania
guianensis, Leishmania panamensis and Leishmania peruviana e, no Velho Mundo, tém
sido descritas Leishmania tropica and Leishmania major. Sua patogénese ainda ndo esta
esclarecida, dados da literatura sugerem que seja devido a uma imunossupressdo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de citocinas proinflamatérias e anti-
inflamatorias na lesdo cutanea de individuos com LCD. Um estudo caso-controle foi
conduzido, constituido por 8 pacientes com LCD e 12 com LCL. Foram realizadas
bidpsias das lesbes ulceradas e essas amostras foram submetidas a imunohistoquimica,
para determinar a expressdo de INF-y, IL-10 e TGF-B. A quantificacdo de células
expressando citocinas na derme foi determinada pela contagem das células marcadas e
das ndo marcadas, em 10 campos de 400X, utilizando o programa Image J e calculada a
frequéncia relativa. Na les&o, ndo houve diferenga significativa na produgéo de IFN-y
pelas células do infiltrado inflamat6rio entre os dois grupos, com mediana de 2,0%
(LCL) e 4,6% (LCD). Ja em relacdo a citocina antiinflamatoria, verificou-se que nas
lesGes dos pacientes com LCD havia maior producéo de 1L-10 do que nas dos de LCL,
mediana igual a 1,6% e 0,4% respectivamente (p=0,04). Conclusao: A producdo de IL-
10 nas lesbes cutaneas de pacientes com LCD foi maior que nas de pacientes com LCL

(p=0,04), indicando que a imunossupressdo pode ser mediada por IL-10.

Palavras chaves: Leishmaniose cutanea disseminada. Leishmaniose cutanea localizada.

Resposta imune. Citocinas. Imunohistoquimica.



ABSTRACT
Disseminated cutaneous leishmaniasis (LS) is a rare and emerging form of leishmania
infection. It begins with a lesion that ulcerates and occurs hematogenous and lymphatic
dissemination of the parasite. It is characterized by the presence of 10 or more
pleomorphic skin lesions (papular, nodular, acneiform, crusty and ulcerated), affecting
two or more anatomical segments of the body and with mucosal involvement. In the
New World it is commonly caused by Leishmania (Viannia) braziliensis, with cases
with Leishmania (Leishmania) amazonenses, Leishmania guianensis, Leishmania
panamensis and Leishmania peruviana, and in the Old World Leishmania tropica and
Leishmania major. Its pathogenesis has not yet been clarified, data from the literature
suggest that it is due to an immunosuppression. The aim of this study was to evaluate
the expression of proinflammatory and antiinflammatory cytokines in the cutaneous
lesion of individuals with LCD. A case-control study was conducted, consisting of 8
patients with LCD and 12 patients with LCL. Biopsies of the ulcerated lesions were
performed and these samples were submitted to immunohistochemistry to determine the
expression of INF-y, 1L-10 and TGF-B. Quantification of cytokine expressing cells in
the dermis was determined by counting the labeled and unlabelled cells in 10 400X
fields using the Image J program and calculating the relative frequency. In the lesion,
there was no significant difference in IFN-y production by the inflammatory infiltrate
cells between the two groups, with a median of 2.0% (LCL) and 4.6% (LCD). As for
the anti-inflammatory cytokine, it was verified that in the lesions of the patients with
LCD, there was a higher production of IL-10 than in those of LCL, a median of 1.6%
and 0.4%, respectively (p = 0.04). Conclusion: The production of IL-10 in cutaneous
lesions of patients with LCD was higher than in patients with LCL (p = 0.04), indicating

that immunosuppression could be mediated by IL-10.

Key words: Disseminated cutaneous leishmaniasis. Localized cutaneous leishmaniasis.

Immune response. Cytokines. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses e Agente etioldgico

Leishmaniose € uma doenca tropical e neotropical, e que tem sido considerada
uma doenca negligenciada, devido aos recursos limitados investidos em seu
diagndstico, tratamento e controle. Pode acometer a pele e linfonodos regionais,
apresentando Ulceras localizadas na pele, conhecida como leishmaniose cutéanea (LC),
ou como uma doenca sisttmica que pode ser fatal, a leishmaniose visceral (LV),

dependendo da espécie de Leishmania envolvida (ALVES et al., 2013).

Nas Américas, a LC é conhecida como leishmaniose tegumentar americana
(LTA). E uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de carater zoon6tico, causada por
protozoarios do género Leishmania, que vem acometendo o homem e sendo relatada
desde a antiguidade. A LC é a forma mais comum de leishmaniose, provocando lesbes
cutaneas, principalmente Glceras, em partes expostas do corpo, acometendo pele e
mucosas (ALVES et al., 2013; WHO, 2017; PAHO, 2017; BRILHANTE et al, 2017).

O género Leishmania compreende protozoarios intracelulares, que possuem mais
de 30 espécies, das quais 11 tém grande importancia médica e veterinaria (CECILIO et
al., 2014). Nas Ameéricas, sdo reconhecidas 11 espécies de Leishmania que séo
dermotrdpicas e podem causar doenca em humanos e 8 espécies descritas, que causam
doencas em animais. A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, desde a
assintomética até a forma com comprometimento extenso e dano de mucosa,
dependendo do agente etioldgico e da resposta imune do hospedeiro contra o parasito
(GONTIO & CARVALHO, 2003; ANDRADE-NARVAEZ et al, 2016.; BRILHANTE
et al, 2017).

No Brasil, foram identificadas 7 espécies de Leishmania que causam as
manifestacbes tegumentares, sendo 6 do subgénero Viannia e 1 do subgénero
Leishmania. As principais espécies causadoras sdo: Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonenses. A maioria
dos casos de LTA s@o causados por L. (V.) braziliensis (ALVES et al., 2013;
MARQUES, et al., 2017).

Os possiveis reservatorios naturais sdo algumas espécies de roedores, canideos

silvestres, marsupiais e edentados. Os animais domésticos, como 0 cdo e 0 gato, séo
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considerados reservatorios de transmissdo peridomiciliar (LIMA, 1995; SIMOES
MATTOS et al, 2001; PADILLA et al, 2002.; SIMOES MATTOS et al 2004;
MANCIANTI et al, 2004.; SIMOES MATTOS et al, 2005; DANTAS-TORRES et al,,
2010; CALZADA et al, 2014; SASANI et al, 2016). No Brasil, espécies de vetores
envolvidos na transmissdo da LTA sdo, principalmente, Lutzomyia whitmani, Lu.
intemedia, Lu. umbratilis, Lu. wellcomei, Lu. flaviscutellata e Lu. migonei (GONTIJO
& CARVALHO).

1.2 Ciclo bioldgico e Transmissao

O género Leishmania compreende protozoarios que se caracterizam por um ciclo
de vida digenético ou heteroxénico, por necessitar alternadamente de hospedeiros
vertebrados e de insetos vetores (hospedeiro invertebrado), estes ultimos sdo 0s
responsaveis pela transmissdo do parasito de um mamifero a outro (GONTIJO &
CARVALHO, 2003; CECILIO et al., 2014).

A transmissdo para vertebrados ocorre pela picada de fémeas de dipteros
infectadas, da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Phlebotomus — no
Velho Mundo e Lutzomyia — no Novo Mundo. Nos flebotomineos, Leishmania vive no
meio extracelular, na luz do trato digestivo (ABDELLATIF; EL-MABROUK e EWIS,
2013; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

Figura 1: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura dos principais estagios
evolutivos de Leishmania.

Promastigota prociclica Promastigota metaciclica

Fonte: Adaptada de Besteiro et al, 2007.

O parasito apresenta duas formas evolutivas distintas: promastigotas, que séo

extracelulares, flageladas e sdo encontradas no trato digestivo dos vetores
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flebotomineos; e as amastigotas, que sdo obrigatoriamente intracelulares, sem flagelo
externo e encontradas predominantemente em células da linhagem fagocitica
mononuclear dos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (GONTINO & CARVALHO,
2003; PACE, 2014).

Figura 2: Ciclo de vida digenético do protozoario Leishmania spp.

Estdgio em
Flebotomineos Estdgio em
Humanos
o Flebotomineo se alimenta de
sangue (injecdo de formas e Promastigotas sdo
Divis3o no intestino promastigotas na pele) fagocitadas por

médio e migracio parao el — ’ macréfagos
probéscide : - \

Wy o

Promastigotas se
diferenciam em
amastigotas dentro dos

NG macréfagos o
; »
o | Amastigotas se diferenciam em
pr ', noi ino médio
0 o ag Amastigotas se multiplicam nas
células (induindo macréfagos)
§ V de vérios tecidos
Ingest&o de células ‘ Do e
parasitadas - fsfagshup =y 7
a Flebotomineo se alimenta de 4
sangue (ingere macréfagos
A: Estagio infeccioso infectados com amastigota) I,
®  Fase de diagndstico SAPERMEALTMIER: PEOPLE

http./Meww.dpd cdc.govidpdx

Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2014.

Ao se alimentar em mamiferos infectados, as fémeas de flebotomineos ingerem
macrofagos parasitados com amastigotas. No trato digestivo, as amastigotas
diferenciam-se em promastigotas prociclicas que se ligam a parede do intestino,
sofrendo varias mudancas morfologicas e biogquimicas, que irdo resultar na forma
infecciosa do parasito, a promastigota metaciclica. Nessa fase, ocorre a perca da
capacidade de fixacdo ao intestino médio, resultado na migracdo para a proboscida do
flebotomineo. A infec¢do do hospedeiro vertebrado ocorre quando, durante o repasto

sanguineo do inseto, as formas infectantes do parasito sdo liberadas na derme do
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hospedeiro mamifero. Logo em seguida, os parasitos sdo captados por células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), onde irdo se diferenciar em amastigotas, dentro
de vacuolos parasitéforos dos macréfagos. Com o evoluir da divisdo das amastigotas, o
macrofago se rompe e ocorre a liberacdo das formas amastigotas para 0 meio
extracelular, que serdo novamente fagocitadas por outras células do hospedeiro
vertebrado, continuando assim o ciclo do parasito. O ciclo é concluido quando o
flebotomineo torna a se alimentar em hospedeiros vertebrados infectados, adquirindo as
formas amastigotas (Figura 2) (ALMEIDA et al., 2003; KAYE & SCOTT, 2011,
CECILIO et al., 2014).

1.3 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar

A leishmaniose tegumentar é considerada, pela Organizacdo Mundial de Salde,
importante problema de salude publica em 98 paises, com registro anual de 1 a 1,5
milhGes de casos. A doenca tem ampla distribuicdo no velho mundo e no continente
americano, neste, com registros do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina
(WHO, 2013; GOTO, et al., 2010; ROCHA et al., 2015).

Em 2015, 200 paises relataram a ocorréncia de leishmaniose cuténea, sendo que
em 87 desses paises ela foi considerada endémica e 4 com ocorréncia ocasional. As
areas endémicas estdo distribuidas entre 6 regides: Africa, Américas, Mediterraneo
Oriental, Europa, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (Figura 3). A Regido do
Mediterraneo Oriental relatou a maior proporcdo de paises endémicos para LC,
representado 82% dos casos de LC, seguida da Regido das Américas, com 58%. Cerca
de 95% dos casos de LC no mundo ocorrem principalmente em 6 paises: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e Republica Arabe da Siria (WHO, 2017).

Nas Américas, a LTA acomete 20 paises, sendo endémica em 18 deles. No
periodo de 2001 a 2015, foram relatados 843.931 casos novos de LTA, com média
anual de 56.262 casos, distribuidos em 17 dos 18 paises endémicos (Figura 4)
(PAHO/WHO, 2017).

Em 2015, nas Américas foram relatados 46.082 casos de LC e LM nos paises
endémicos, com excecdo da Guiana Francesa que reporta diretamente os casos a Franga.
Do total de casos das Américas, 70% foram reportados pelo Brasil, Coldmbia e Peru. A
taxa de incidéncia das Américas foi de 18,35 casos por 100.000 habitantes, e as maiores
incidéncias foram registradas em Suriname (218,48/100.000 hab.) e na Nicaragua
(76,64/100.000 hab.) (PAHO/WHO, 2017).
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Figura 3: Ocorréncia da leishmaniose cutanea no mundo, 2015.

o
b S
] ‘e
Number of new CL cases
reported, 2015
W 5000
B 1000-4999
B 100-999 B No autochthonous cases reported
B <100 [ Nodata
o [ Not applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization World Health
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Production: Control of Neglected orid Hea
of any country, territory, city or area or of its or the of its frontiers. Tropical Diseases (NTD) Organlzatlon
or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization

yet be full agreement. ©WHO 2017. Al rights reserved

Fonte: WHO, 2017.

Figura 4. Leishmaniose cutanea e mucosa em paises endémicos das Americas, 2001-
2015.
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O Brasil, em 2015, totalizou 19.395 casos, equivalentes a um percentual de
42,4% de um total casos de LC registrados na Américas (PAHO/WHO, 2017). Nas
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ultimas duas décadas, a incidéncia no Brasil vem mostrando expansdo geografica, com
relatos de casos autdctones em todos os Estados a partir de 2003 (BRASIL, 2016).

Nos Ultimos 5 anos, no Brasil, foram registrados em média 21.000 casos/ano,
com coeficiente de incidéncia de 11,3 casos/100.000 habitantes. A regido que tem o
maior coeficiente de incidéncia é a regido Norte, com 54,4 casos/100.000 habitantes,
seguida das regides Centro-Oeste, com 22,9 casos/10.000 habitantes, e Nordeste, que
apresenta uma incidéncia de 14,2 casos/100.000 habitantes. No entanto, a regido
Nordeste é a segunda que possui 0 maior nimero de casos, mesmo com todas as
dificuldades de registro. E provavel que o real nimero de casos seja muito maior do que
o registrado pelos servicos de saude (SVS/MS, 2016).

De acordo com dados do Ministério da Salde, dentre os estados da regido
Nordeste, o Ceara esta entre os trés estados de maior deteccdo da doenca. No periodo de
2005 a 2015, foram registrados 9.965 casos de LTA, correspondendo a uma média de
905 casos anuais (SVS, 2016; MS, 2014). As microrregides de maior incidéncia da
doenca no Ceard, em ordem decrescente, sdo Tiangua, Baturité, Itapipoca, Sobral, Crato
e Juazeiro do Norte (CEARA, 2012).

A Macrorregido Administrativa de Baturité, que € constituida de 13 municipios e
uma populacgéo estipulada de 239.000 habitantes, em 2015, registrou 151 casos de LTA,
de um total de 529 casos no Estado, sendo area responsavel por 28,54 % dos casos no
Ceara. Os municipios com maior nimero de casos foram: Pacoti (95), Guaramiranga
(18), Baturité (12) e Mulungu (11) (DATASUS, 2015, IBGE, 2014).

1.4 Formas clinicas da leishmaniose tegumentar

A infeccdo causada por Leishmania pode levar a distintas manifestacoes clinicas,
que dependem da espécie de Leishmania envolvida e da interacdo entre o parasito e a
resposta imune do hospedeiro. A leishmaniose tegumentar € comumente classificada
como: assintomatica ou subclinica, cutanea localizada (LCL), cutanea-mucosa (LCM)
ou mucosa (LM), cutanea disseminada (LCD) e cutanea difusa (LD) (MARZOCHI et
al, 1994; REITHINGER et al.,, 2007; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015;
ANDRADE-NARVAEZ et al., 2016; TIRELLI; VERNAL; ROSELINO, 2017). A
leishmaniose subclinica geralmente é autoresolutiva e é a forma mais comum de
leishmaniose tegumentar. Contudo, se ocorre uma resposta imune ineficaz, isso permite
que ocorra a replicacdo de parasitos e o surgimento das manifestacGes clinicas com
doenca (CECILIO et al., 2014; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
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A lesdo inicia com uma papula eritematosa, no local da picada do inseto, na
LCL. Depois evolui para a formagdo de nddulo que eventualmente Ulcera, ap6s um
periodo de 2 semanas a 6 meses. A lesdo tipica apresenta tlcera com fundo granuloso e
bordos elevados e pode apresentar crosta fibrinohemorragica ou purulenta, caso tenha
coinfeccdo bacteriana. Geralmente é indolor, no entanto, pode tornar-se dolorosa,
quando ocorre uma coinfecgdo bacteriana ou quando se situa sobre uma articulagéo.
Pode ter acometimento dos vasos linfaticos e linfonodos regionais — linfangite e
linfadenite. A lesdo pode permanecer por meses ou anos e quando cura deixa cicatriz
atrdfica e hipopigmentada (Figura 5A). Amastigotas podem persistir na cicatriz da leséo
ou em linfonodos, apesar do tratamento, o que possibilita uma reativacdo durante um
periodo de imunossupressdo (SOUSA et al.,, 1995; PEARSON; SOUSA, 1996;
KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; CHANTE, 2016).

Muitas vezes considerada LCL "metastatica”, a LM desenvolve-se como uma
forma incomum da doenca cutanea, depois de 1 a 2 anos, ou mais, apos a cicatrizacao
clinica das lesbes primarias (Figura 5B). As manifestacbes precoces incluem
sangramento e congestdo nasal persistentes, e sintomas da faringe, como a rouquidao. A
visualizacdo revela edema e erittema que pode ulcerar e apresentar exsudato
mucopurulento. Em ultima analise, LM leva a destruicdo mutilante de mucosas nasal,
oral e faringea. A literatura relata que pode desenvolver-se em cerca de 1% a 10% dos
casos de LTA por L. braziliensis. O género masculino, tratamento incompleto, lesdes
cuténeas grandes e multiplas, sdo alguns dos fatores de risco associados ao surgimento
de LM (PEARSON & SOUSA, 1996; LESSA et al., 2012; KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015; CHANTE et al., 2016).

A leishmaniose cutdnea disseminada (LCD) é uma forma rara e emergente
de infeccdo causada, comumente, por L. (V.) braziliensise L. (L.) amazonenses, que
ocorre devido a disseminacdo hematogénica e/ou linfatica do parasito. Caracterizada por
expressar multiplas lesdes pleomorficas, que variam de dez a centenas, sendo que
inicialmente apresenta uma Ulcera semelhante a LCL, progredindo com o aparecimento
de varias papulas polimdrficas, que podem ter aspecto ulcerado, acneiforme, nodular,
verrucoso e em placa, e que comprometem mais de um seguimento corpéreo, com
predilecdo por &reas expostas, como membros, face e tronco (Figura 5C). A LCD ¢

também caracterizada por apresentar uma alta taxa de envolvimento da mucosa e por
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possuir caracteristicas clinicas e imunolégicas Unicas (MACHADO et al., 2011;
JIRMANUS et al., 2012; MEMBRIVEET et al., 2017; ANVERSA et al., 2018).

No Brasil, a LCD tem sido encontrada nas regides Norte, Nordeste e Sudeste
(COSTA et al., 1986; GALVAO et al., 1993; CARVALHO et al., 1994; TURETZ et
al., 2002; SOUSA et al., 2006; SOUSA et al., 2016; MEMBRIVEET et al., 2017), com
isolamento das espécies L. braziliensis ou L. amazonenses de pacientes com LCD
(TURETZ et al, 2002; SOUSA et al., 2006), L. guyanensis/panamensis na
Colombia e no Equador (VELEZ et al., 2015; HASHIGUCHI et al., 2016) e Guiana
Francesa (COUPPIE et al., 2004) e Leishmania major e L. tropica na Aréabia Saudita e
Iran (AL-QURASHI et al., 2000; HAJJARAN et al., 2013).

Figura 5: Formas Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana. A - Forma
Cutanea Localizada. B - Forma Mucosa. C - Forma Cutanea Disseminada. D - Forma

Difusa.

Fonte: Arquivo pessoal do Dr. Anastacio de Queiroz Sousa (A, B, C) e Dra. Aldina Barral (D).
Outra forma atipica de LTA é conhecida como leishmaniose cutanea difusa

(LD), causada por L. (L.) amazonensis. Foi relatada primeiramente em 1946 por Silva,

no Brasil, e Convite et al. (1993), na Venezuela (Figura 5D). A LD é caracterizada pela
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presenca de multiplas lesGes nodulares nao ulceradas, fraca resposta de células T a
antigenos de Leishmania e um grande nimero de amastigotas em macréfagos na lesao.
LD é rara, com 1 ou 2 casos diagnosticados por ano e o numero de lesbes também pode
atingir centenas (BARRAL et al., 1995; SILVEIRA et al., 2009).

1.5 Resposta imune na leishmaniose tegumentar americana

Ap0s a inoculacdo de Leishmania, o estabelecimento da resposta imune, na fase
inicial, € de suma importancia para determinar o curso da doenca. Depois que o0 parasito
é fagocitado, as células imunes inatas reagem produzindo citocinas e quimiocinas, que
modelam o desenvolvimento da imunidade especifica, montando assim uma resposta
protetora ou prejudicial ao hospedeiro. Contudo, apesar de ser indispensavel para o
controle da infeccdo e estabelecimento de uma resposta de memdria duradoura,
conferindo protecdo contra uma reinfecgdo, as celulas imunes especificas também
podem participar da patogénese da leishmaniose, causando destruicdo tecidual ou
induzindo recidiva da doenca (SCOTT; NOVAIS, 2016; ROSSI; FASEL, 2018).

Por ser um parasito intracelular, o controle da infeccdo depende da resposta
imune mediada por células. Apos a inoculacdo do parasito na pele e subsequente captura
por células apresentadoras de antigeno, elas migram para os linfonodos regionais, onde
ocorrera a apresentacdo do antigeno processado para os linfcitos T e B, com sintese de
citocinas pro e antiinflamatorias e anticorpos. Dependendo do tipo de antigeno, das
moléculas coestimulatorias envolvidas e das citocinas que estdo no microambiente da
apresentacdo do antigeno, ocorrera a diferenciacdo de linfocitos ThO em subpopulacdes
de linfécitos Thl, Th2, Treg e Th17, além da expansédo de linfdcitos T citotoxicos e de

linfécitos B (Figura 6).

Dependendo da intensidade de expansdo destas subpopulacdes, podera resultar
uma resposta com perfil de resisténcia, resposta imune do tipo 1 (Thl), com niveis
elevados de citocinas proinflamatorias, IFN-y, 1L-12, IL-2 e TNF-a; ou com perfil de
susceptibilidade a infeccdo, resposta imune do tipo 2 (Th2), com predominio de
citocinas antiinflamatorias, I1L-4, IL-5, I1L-10 e IL-13 (LEOPOLDO et al., 2006;
SHARMA & SINGH, 2009; RODRIGUES, 2012; BRELAZ et al. 2012; ANVERSA et
al., 2018; ROSSI & FASEL, 2018).
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O desfecho clinico da LTA € oriundo da diferenciacdo das diversas
subpopulacdes de células T CD4" (Thl, Th2, Th17 e células T regulatérias), que guiam
a patologia para tipos distintos de resposta imunoldgica e manifestagdes clinicas
(FOWELL, 2009). A resposta imune do tipo 1, que é montada apos a infeccdo, é
constantemente acompanhada pela resposta de células T reguladoras (CD4+ e CD25+),
que produzem IL-10 e TGF-B, bloqueando a ativagdo excessiva de células Thl e, por
conseguinte, prevenindo danos aos tecidos (CAMPANELLI et al., 2006; LEOPOLDO
et al., 2006; ANVERSA et al., 2018).

As células T regulatorias (Tregs) reduzem a ativacédo, proliferacdo e producdo de
citocinas das células T efetoras, assim como, também, a apresentacdo de antigenos pelas
células dendriticas. Este perfil imunorregulatério pode estar associado com uma menor
eficacia da resposta imunoldgica contra os antigenos de Leishmania na LCD. As células
Tregs correspondem a uma subpopulacdo de linfocitos T, que tém uma expressdo
aumentada das moléculas CD25* e do fator nuclear FOXP3 (SOJKA, 2008;
JONULEIT, 2001; THORNTON, 1998). Campanelli et al (2006) e Rodrigues et al.
(2013) detectaram células com fenotipo Treg em lesdes de pacientes com LTA causada
por L. braziliensis. A presenca dessas células nas lesdes foi responsavel pelo controle da

resposta inflamatoria exacerbada em individuos com LCL.

A funcdo imune supressora das células Tregs é mediada por um conjunto de
diferentes mecanismos, como a inibicdo através do contato célula-célula, onde a
supressao da célula-alvo ocorre devido a liberacdo de fatores de supressdo, incluindo o
monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), citocinas supressivas como TGF-p, citolise
direta (Fas e granzima B) ou sinalizacdo negativa através da molécula CTLA-4; a
expressao e liberacdo de fatores de supressao sollveis, tais como citocinas I1L-10, TGF-
B e IL-35 ou secrecdo de fatores supressivos pelas APC como adenosina; e da
competicdo por fatores de crescimento, citocinas que sinalizam através de receptores da
cadeia y comum (IL-2, IL-4 e IL-7), que levaria a célula alvo a apoptose por privacéo
destas citocinas. Outra importante caracteristica das células T regulatérias inclui a sua
dependéncia da interleucina 2, e a auséncia de expressdo de citocinas efetoras que estdo
associadas com outras linhagens de células Th, tais como IFN-y, IL-4, IL- 17, e
regulacdo diferenciada do seu metabolismo intracelular (SOJKA et al., 2008;
WILLIAMS:RUDENSKY, 2007).
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Estudos recentes tém mostrado a importancia das células Thl7 na resposta
imune contra a leishmaniose. Essas células, na presenca de TGF-p e IL-6, diferenciam-
se a partir dos linfocitos T CD4+ virgens e irdo produzir citocinas que atuam no
processo inflamatorio, como IL-21, IL-17 e IL-22. Ainda assim, uma vez que o0s estudos
sdo duvidosos quanto a sua contribuicdo na resisténcia ou suscetibilidade a infeccéo, o
papel especifico desse tipo de células na leishmaniose ainda precisa ser elucidado
(NASCIMENTO et al., 2015; TERRAZAS, et al., 2015; ANVERSA et al., 2018).

Figura 6: Resposta imune na LTA.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., 2012.

Na LTA existe uma producdo simultdnea das respostas Thl e Th2, individuos
com LCL formam uma resposta imune celular e humoral contra Leishmania (CONVIT
et al. 1993; DE MOURA et al. 2005). Producdo de IL-4 foi observada nas primeiras
semanas da doenca e a producdo de IFN-y por linfocitos T CD8* esta ligada a resolugédo
mais rapida das lesdes (TORRES-GUERRERO et al., 2017). Desse modo, na fase ativa
da LCL existe uma predominancia de linfocitos TCD4*, com producdo tanto de
citocinas de perfil Thl, quanto do tipo Th2 (COUTINHO et al., 1998).

Na LM os pacientes apresentam forte resposta imune celular, concomitante a

uma progressiva lesdo tecidual. Nas lesGes, hd um intenso infiltrado inflamatorio
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abundante em linfécitos e plasmaocitos, com poucos macrofagos, contendo escassos
parasitos (CASTES:TAPIA, 1996; CONVIT et al., 1993). Bacelar et al. (2002)
compararam a resposta imunoldgica em pacientes com LCL e LM, e mostraram que a
LM é caracterizada por uma producdo aumentada de IFN-y e TNF-a e secrecdo
diminuida de 1L-10 em resposta aos antigenos de Leishmania. Além disso, as alteracdes
sdo acompanhadas por uma diminui¢do na capacidade de IL-10 e TGF- modular esta
resposta imunolégica Thl excessiva.

A observacdo de uma menor producdo de IFN-y e TNF-a nas células
mononucleadas do sangue periférico de pacientes com LCD, associada a IDRM
negativa em comparacdo com individuos com LCL, levantaram a hipdtese de que a
disseminacdo do parasito na LCD esta fortemente associada a uma diminuicdo na
resposta imune do tipo 1 (TURETZ et al., 2002; LEOPOLDO et al., 2006; MACHADO
etal., 2011; QUEIROZ et al., 2012; HASHIGUCHI et al., 2016).

Pacientes com LCD desenvolvem doenca da mucosa, que se apresenta
simultaneamente com as manifestacdes cutaneas disseminadas. Machado et al. (2011)
demostraram que 44% dos pacientes com LCD apresentavam comprometimento da
mucosa, e ao analisarem a producdo de citocinas pelas PBMCs ndo encontraram
diferenga na producgdo de IFN-y entre pacientes com LCD com lesdes de mucosa e
pacientes que possuiam apenas a LCD, entretanto, a produgdo de TNF-a de pacientes
com LCD com lesdes de mucosas foi maior do que naqueles sem doenca de mucosa
(BACELLAR et al., 2002; TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011).

Apesar de que na LCD ocorrem respostas imunes Th1l e Th2, existe na verdade
um predominio da resposta Th2 sobre a Thl, no entanto, alguns estudos demostraram
que a producdo de citocinas de perfil Th2 € similar aos niveis observados na LCL. Os
niveis de IL-5 e IL-10 produzidos por PBMCs de pacientes com LCD e LCL sdo
semelhantes, apesar de que os antigenos de L. braziliensis isolados de pacientes com
LCD estimularem uma maior producdo de IL-5 do que os antigenos isolados de
pacientes com LCL. A baixa carga parasitaria observada na LCD é devido a presenca de
células T especificas para o antigeno de Leishmania no local da lesdo, esse fator
também esta relacionado ao perfil de citocinas in situ ser similar ao de LCL (TURETZ
et al., 2002; LEOPOLDO et al., 2006; MACHADO et al., 2011).
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Na forma difusa ocorre uma falha na producdo de uma resposta imune celular,
isso ocorre através de uma falta da expressdo de mMRNA para IFN-y ¢ a baixa expressao
para IL-2, sendo assim, o individuo doente é incapaz de controlar a multiplicacdo
parasitaria e a progressdo da doenca. Além do que, sdo exibidos altos titulos de
anticorpos especificos contra o parasito, assim como uma resposta quase
particularmente do tipo Th2, apresentando elevados niveis de IL-4 (SHARMA et al.,
2009).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A leishmaniose cutanea disseminada (LCD) é uma forma rara e emergente
de infeccéo por leishmania, que inicia com uma leséo que ulcera e ocorre disseminagéo
hematogénica e/ou linfatica do parasito. E caracterizada pela presenca de 10 ou mais
lesbes cutaneas pleomorficas (papular, nodular, acneiforme, crostosa e ulcerada),
acometendo dois ou mais segmentos anatdmicos do corpo e com comprometimento de

mucosa.

No Brasil, sua ocorréncia estd em expansdo. No ano de 1986, sua frequéncia
correspondia a 0,2% dos casos de infeccdo causadas por L. braziliensis, entretanto, no

ano de 2000 esse numero aumentou dez vezes atingindo 2%.

Sua patogénese ¢ multifatorial e um dos fatores importantes parece ser uma
imunossupressao, que ainda ndo esta bem elucidada. Na literatura, os métodos
utilizados para guantificacdo da expressdo das citocinas tem sido diversificado, alguns
avaliam a frequéncia de células com citocinas/area e isto pode ser um fator confundidor,
porque a intensidade do infiltrado inflamatdrio varia muito nas amostras. Neste sentido,
torna-se relevante avaliar a expresséo das citocinas INF-y, IL-10 e TGF-B envolvidas na
lesdo da pele dos pacientes com LCD, utilizando a quantificacdo de células que

expressam a citocina, em relagdo ao total de células contabilizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Comparar a resposta imune na lesdo de pacientes com LCD e LCL, levando em

conta citocinas pro e antiinflamatorias.

3.2 Objetivo especifico
v Determinar a frequéncia relativa de células que expressam IFN-y, IL-10 e TGF-

3 em pacientes com LCD e com LCL,;
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Foi conduzido um estudo caso-controle. O grupo caso foi composto por
individuos com LCD e o grupo controle com LCL, todos provenientes da regido do

macico de Baturité-Ceard, Brasil.

4.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido através da Plataforma Brasil para registro da pesquisa e
apreciacdo  ética. Foi aprovado sob o numero 1552232 e CAAE
53919816.2.0000.5054.

4.3 Local de estudo
O estudo foi realizado no Ambulatério de Leishmaniose de Baturité, que

funcionou com atendimento semanal, no Centro de Especialidade de Atencdo a Saude,
Baturité-CE, no periodo de novembro de 2013 a outubro de 2016.

Os pacientes com leishmaniose as biopsias de pele foram processadas no
Laboratério Multiusuério de Patologia (LAMP) do Departamento de Patologia e
Medicina Legal (DPML) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.4 Selecdo das amostras
Neste estudo, foram incluidos todos os individuos portadores de LCD (casos),
atendidos no periodo de novembro de 2013 a outubro de 2016. Para cada caso foram

selecionados pacientes com LCL.

4.4.1 Critérios de incluséo

e Ter diagnéstico de Leishmaniose Cutanea, confirmado por dois dos trés
métodos  aplicados:  Intradermorreacdo de  Montenegro  (positiva),
Imunohistoquimica (com presenca de Leishmania) ou diagnostico clinico-
epidemioldgico;

e Nao ter realizado tratamento prévio;

e Ter idade igual ou superior a 18 anos;

e Ter biopsia com material representativo.

4.4.2 Critérios de exclusdo

e Ser portador de Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida;
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e Estar fazendo tratamento com drogas imunossupressoras ou quimioterapicos;
e Ter historia de doenca hepatica, cardiaca ou renal,

e Mulheres gravidas ou em fase de aleitamento;

4.5 Imunohistoquimica para as citocinas IFN-y, TGF-$ e IL-10

Os blocos de parafina, contendo os fragmentos de pele, foram cortados em
micrétomo, na espessura de 4 um e montados em laminas silanizadas. Depois foram
colocadas em suporte vertical para laminas e incubadas na estufa, com temperatura
estabilizada a 60°C, durante uma hora, para promover maior aderéncia dos tecidos a

lamina.

4.5.1 Recuperacéo antigénica

A técnica foi executada de acordo com as orienta¢des do fabricante Dako®. Para
a citocina IL-10 (Dako®) foi utilizado o tampdo Envision Flex Target Retrieval
Solution, High Ph, codigo de referéncia K8000 (Dako®), diluido a 1:50. Para TGF-B e
IFN-y (Dako®) utilizou-se o tampdo Envision Flex Target Retrieval Solution, Low Ph,
codigo de referéncia K8002 - Dako®, diluicdo 1:50. As laminas foram colocadas com
tampao no tanque de modulo pré-tratamento do equipamento Dako® PT Link (Figura 7).
Foram incubadas a 65°C durante trinta minutos, depois a 97°C por trinta minutos. A

seguir, o sistema foi novamente resfriado até 65°C.
Figura 7: Aparelho PT Link - A foto A ilustra o aparelho Dako® PT Link, interligado ao computador,

onde é realizado a recuperacao antigénica com temperatura monitorizada e controlada automaticamente.

A foto B mostra o aparelho aberto, onde é possivel visualizar os 2 tanques de mdédulo pré-tratamento

independentes, com capacidade de 24 laminas por tanque.

i

Fonte: Arquivo pessoal de Kélvia Miranda Sa.
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4.5.2 Marcacao por Imuno-histoquimica

As laminas foram retiradas dos tanques e colocadas em um borrel contendo
tampéo de lavagem. Em seguida, foi realizada 3 lavagens de 3 minutos cada. Para a
lavagem utilizou-se o tamp&o do kit (Envision Flex, pH=7,6, Dako®), na diluicio de
1:20. Os cortes histoldgicos foram demarcados, com caneta hidrofébica (Dako® Pen —
referéncia S2002). Em seguida, as laminas foram submetidas ao blogueio da peroxidase
enddgena, utilizando EnVision™ Flex Peroxidase-Blocking Dako®, por 10 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas com tampé&o e adicionado 0s anticorpos primarios nas
concentragdes: IL-10 (0,5 pg/ml), TGF-B, (0,250 ug/ml), IFN-y (0,250 pg/ml). As
laminas foram incubadas por um pernoite a 4°C, em cdmara Umida. Depois, foram
realizadas trés lavagens, com o tampdo de lavagem. Em seguida, as laminas foram
incubadas com o polimero livre de biotina EnVision™ Flex/HRP Dako® por 30 minutos
a temperatura ambiente; foram realizadas trés lavagens, e logo apos, foi feita a
incubagdo do cromdgeno Dako® DAB, por 5 minutos e posterior lavagem das laminas
em agua corrente. Por fim, foi feita a contra-coloracdo com hematoxilina de Meyer e
montagens das laminas, através da fixacdo das laminulas, utilizando Balsamo do
Canada.

Figura 8: Microscopio AXIO Scope Al Zeiss®.

Fonte: Dados do autor.
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4.6 Analise Morfométrica

Foram capturadas imagens das microssec¢des coradas por Imunohistoquimica em
microscopio optico AXIO Scope Al Zeiss® acoplado a camera digital, no aumento de
400X (Figura 8).

A expressao das citocinas foi determinada utilizando o programa Image J (NIH).
Foi realizada manualmente a contagem das células marcadas para citocina e as ndo
marcadas, em 10 capturas da derme com aumento de 400X. Depois foi calculada a

frequéncia relativa, expressa em percentual (Figura 9).

Figura 9: llustragdo do campo de contagem do programa Image J (NIH).
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Fonte: Dados do autor.

4.7 Analise Estatistica dos dados

A andlise exploratoria dos dados foi realizada através de frequéncias das
variaveis demogréficas e clinicas relatadas. Na andlise dos dados morfométricos foi
aplicado o Teste Mann-Whitney utilizando o software GraphPad Prism version 7.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A significancia minima foi

aceita quando p < 0,05.



4.8 Desenho experimental do estudo

Figura 10: Fluxograma de métodos.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos 8 individuos de LCD (Casos) e 12 de LCL (Controles). Entre os
casos foi observado 1 (12,5%) individuo do sexo feminino e 7 (87,5%) do sexo
masculino; entre os controles todos os 12 (100%) eram do sexo masculino. Quanto ao
local de residéncia, os participantes do estudo foram distribuidos de acordo com seu
municipio de origem, no macico de Baturité, sendo a grande maioria deles proveniente
das cidades de Mulungu (35,42%), Baturité (18,75%), Aratuba (16,67%) e Pacoti
(8,3%).

A reacdo de imunohistoquimica para IFN-y, IL-10 e TGF-B foi realizada em 20
amostras, sendo 12 de LCL e 8 de LCD, mas ao ser feita a analise foi observada a
presenga de “background” alto em uma das amostras para IL-10 e TGF-f, diminuindo
uma amostra para IL-10 e uma para TGF-B. Foi considerada como evidéncia de
positividade a marcacgdo citoplasmatica que se apresentava na coloracdo marrom (Figura
11).

Figura 11: Expressdo de IFN-y por IHQ, em cortes histologicos de lesdes de pacientes
com LCL: Ae B; LCD: Ce D. Aumento de 400X.

Fonte: Autor.

A expressdo relativa de IFN-y foi semelhante nos dois grupos, LCD com
mediana de 4,6% (Min —0,1; Max — 36,5) e no LCL a mediana foi de 2,0% (Min — 0,0;
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Max — 36,5; p=0,18). Concentracdes indetectaveis de IFN-y foram observadas em 4
amostras de LCL (Grafico 1).

Gréfico 1 — Determinagdo da frequéncia relativa da imunoexpressdo de IFN-y no
infiltrado inflamatdrio de lesbes de pacientes com LCL (n=12) e LCD (n= 8).
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TGF-p foi menos frequente nas lesdes de pacientes com LCD (MD - 34,5%; Min
- 10,5; Max — 80,5), nos com LCL (MD - 67,6%; Min — 38,5; Max — 90,8; p=0,04)
(Figura 12; Grafico 2).

Figura 12 - Expressdo de TGF-f corados por IHQ, em cortes histologicos de lesbes de
pacientes com LCL (A) e com LCD (B). Aumento de 400X. Fonte: Autor.

Fonte: Autor.
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Grafico 2 — Determinacdo da frequéncia relativa (%) da imunoexpressao de TGF-p no
infiltrado inflamatdrio de lesbes de pacientes com LCL (n=11) e LCD (n=7).
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Ja em relagdo a IL-10, nas lesBes do grupo LCD (MD - 1,6%; Min —0,2; Max —
10,0) sua expressao foi significativamente maior que nas do LCL (MD — 0,4%; Min —
0,1; Max — 2,1), p= 0,04 (Gréfico 3).

Graéfico 3 — Determinacdo da frequéncia relativa (%) da imunoexpressdo de I1L-10 no
infiltrado inflamatorio de lesGes de pacientes com LCL (n=12) e LCD (n=7).
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Foi observado uma correlacdo linear positiva, estatisticamente significativa entre
a expressdo de IFN-y e IL-10 (R? = 0,60; p= 0,003) nas lesdes dos pacientes com LCL,
enquanto nas dos LCD n&o houve correlagdo significativa, verificando-se uma tendéncia

a uma correlacédo negativa entre a expressao destas duas citocinas (Grafico 4).
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Grafico 4 — Correlacdo linear entre a expressao de IFN-y e IL-10 na lesdo de pacientes
com LCD (n=8) e LCL (n=12)
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6. DISCUSSAO

A Leishmaniose Cutanea Disseminada € uma forma grave, rara e emergente
de infeccdo causada, comumente, porL. (V.) braziliensiseL. (L.) amazonenses,
caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes pleomorficas, comprometendo
vérias partes do corpo. E uma doenca emergente, que no Brasil é mais comumente
relatada na regido Nordeste, com predominio no estado da Bahia (TURETZ et al., 2002;
LEOPOLDO et al., 2006). A LCD também foi relatada no Maranhdo (GALVAO et al,
1993), Ceara (SOUSA et al, 2006) e Minas Gerais (OGAWA et al, 2006). Na América,
ha relatos na Guiana Francesa (COUPPIE et al., 2004), Equador (CALVOPINA et al.,
2005; HASHIGUCHI et al., 2016) e Colémbia (RINCON et al., 2009; VELEZ et al.,
2015).

O papel fundamental da patogénese da leishmaniose tegumentar é
desempenhado pela resposta imune do hospedeiro. Nas formas clinicas LCL e LM, os
danos teciduais estdo relacionados a uma resposta imune exagerada tipo 1, j4& em
pacientes com LD observa-se uma auséncia de resposta imune mediada por células, que
permite a multiplicacdo e disseminacdo de parasitos. Pacientes com LCD apresentam
cerca de cem lesbes ou mais e ainda assim apresentam menor producdo de citocinas
proinflamatdrias, em comparacao com as outras formas dessa infeccdo (TURETZ et al.,
2002; MACHADO et al., 2011).

Tem sido sugerido que uma diminuicdo na producdo periférica de citocinas
proinflamatorias pode favorecer a disseminacdo das lesées em LCD (TURETZ et al.,
2002; LEOPOLDO et al., 2006; MACHADO et al., 2011). No presente estudo foi
realizada uma comparacao da resposta imune in situ entre pacientes com LCL (controle)
e LCD (casos), através da realizacdo de imunohistoquimica, para avaliar a frequéncia da

expresséo das citocinas IFN-y, TGF- e IL-10, em biopsia da lesdo.

Identificado originalmente como um agente com atividade antiviral, o IFN-y ja
foi caracterizado como uma glicoproteina com func¢des imunoldgicas pleiotropicas. O
IFN-y é secretado principalmente por células T ativadas e células natural killer, medeia
a imunidade antiviral e antibacteriana, promove a ativacdo de macréfagos, melhora a
apresentacdo de antigenos, participa da ativacdo do sistema imune inato, da interacdo
linfocito-endotélio, regula Thl / Th2 que equilibram e controlam a proliferacdo celular e
a apoptose (TAU & ROTHMAN, 1999). Na infeccdo por Leishmania o IFN-y, uma das
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principais citocinas Thl, desempenha um papel essencial no controle da infeccédo, pois
permeia a morte de parasitas intracelulares por macrofagos. Estudos realizados em
amostras de bidpsias de lesdes ativas na LCL, em seres humanos, detectaram niveis
elevados de IFN-y ou de seu mRNA, enquanto a cicatrizagdo espontanea de lesdes tem
sido associada a altos niveis de producdo de IFN-y (CARVALHO, et al.,, 1995;
BOURREAU, et al., 2001; DE SOUZA-NETO, et al., 2004).

Em estudo realizado com PBMCs de pacientes com LCL e LCD demonstrou-se
que pacientes com LCD apresentavam menor producdo de IFN-y ¢ TNF-a do que 0s
com LCL, apds estimulacdo antigénica. Enquanto isso, a expressdo de IL-5 e IL-10 nos
dois grupos de individuos apresentaram producdo similar (LEOPOLDO et al., 2006;
MACHADO et al., 2011). No presente estudo, a expressao in situ de IFN-y nao mostrou
significancia entre os grupos, apesar de que no grupo com LCL a porcentagem foi

menor (2,0%) do gque a do grupo com LCD, que apresentou 4,6% de frequéncia.

A baixa producdo de IFN-y, em humanos, tem sido associada a disseminagdo
dos parasitos, como o0 que acontece na LD, onde IL-10 age regulando de forma negativa
a producgéo de IFN-y, desempenhando, também, um papel nos diversos aspectos clinicos
encontrados nas lesdes, que sdo observadas nessas duas formas clinicas causadas por L.
braziliensis. IFN-y e IL-10, portanto, sdo citocinas que podem exercer papéis cruciais
no mecanismo de defesa contra Leishmania (BOMFIM et al., 1996; MACHADO et al.,
2002; LEOPOLDO et al., 2006).

A IL-10 é uma citocina com potentes propriedades antiinflamatorias, que
desempenha um papel central na limitagdo da resposta imune do hospedeiro a
patdgenos, responsavel por prevenir danos ao hospedeiro e manter a homeostase normal
do tecido (SABAT, et al., 2010; IYER; CHENG, 2012). In vivo, as principais fontes de
IL-10 incluem células T auxiliares, mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Além
disso, os tipos efetores ndo imunes, como as células epiteliais e os queratindcitos,
também sdo capazes de produzir IL-10 em resposta a infeccdo ou dano tecidual, bem
como as células tumorais (JUNG, et al., 2004; OUYANG, et al., 2011; IYER; CHENG,
2012).

Em suma a IL-10 desempenha um papel amplamente ndo redundante na
mediacdo da resposta anti-inflamatoria do hospedeiro A desregulacdo da expresséo e da

IL-10 esta associada a imunopatologia aumentada em resposta a infecgdo, bem como ao
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aumento do risco de desenvolvimento de muitas doencas autoimunes (SELLON, R. K.
et al., 1998; EJRNAES, 2006; IYER; CHENG, 2012). A producgéo excessiva ou confusa
de IL-10 pode inibir a resposta pré-inflamatoria ao Plasmodium spp.; Leishmania spp.;
T. cruzi; Mycobacterium spp. e virus da coriomeningite linfocitica na medida em que os
patdgenos escapam do controle imunoldgico, resultando em infec¢des fulminantes, ndo
curativas crénicas ou rapidamente fatais (MURPHY, et al. 2001; ANDERSON, et al.,
2005WU, et al., 2007; COUPER, et al., 2008).

Apesar da pouca expressao de IL-10, no estudo, observou-se significancia
(p<0,05) entre os grupos de estudo, com maior producdo no grupo com LCD (mediana
1,6) do que no grupo com LCL (mediana 0,4). Em um estudo anterior com PBMCs 0s
niveis de producdo de IL-10 de pacientes com LCL e LCD foram semelhantemente
baixos em resposta a antigenos de L. braziliensis isolados de cada grupo, sendo que
mais de 50% das culturas de PBMCs dos pacientes com LCL e LCD apresentaram
niveis indetectaveis de IL-10 (LEOPOLDO et al., 2006).

Na LCL, estudo anteriores demostram que a alta producdo de IL-10 estad
associada a uma baixa expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y e TNF-a), visto
que IL-10 é conhecida por ter propriedades anti-inflamatorias e é necesséaria para
controlar a exacerbada resposta inflamatdria que pode seguir a uma resposta imune
tecidual. Na leishmaniose visceral humana a IL-10 desempenha um papel fundamental
na regulacdo negativa da producdo de IFN-y (O'GARRA et al., 2004; GAUTAM et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2014). Oliveira et al. (2014) concluiram que na leishmaniose
tegumentar causada por L. braziliensis, IFN-y ¢ TNF-a s3o as principais citocinas
envolvidas no dano tecidual, observadas nesta doenca, e que IL-10 pode ter um papel

imunomodulador da resposta inflamatoria.

O TGF-B, um polipeptideo pleiotropico, regula multiplos processos biologicos,
incluindo desenvolvimento embrionario, regulacdo imunologica, diferenciacdo de
celulas-tronco adultas, cicatrizagdo de feridas e inflamagdo (O'KANE; FERGUSON,
1997; LETTERIO; ROBERTS, 1998; HINCK, 2012). TGF-p é uma citocina que
apresenta capacidade para regular a resposta imune inflamatéria, através da supresséo e
diferenciacdo de células efetoras CD4", induzindo a transformacéao de células T virgens

em ceélulas Treg, inibindo a producdo de IFN-y ¢ IL-2, e anulando a atividade de
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macrofagos, células dendriticas e células Natural killer (YOSHIMURA, et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2014).

No presente estudo, a expressao de TGF-f foi significante (p=0,04), sendo que a
maior frequéncia de expressao foi observada no grupo com LCL com mediana de 67,6 e
no grupo com LCD a mediana foi de 34,3. Em uma situacdo em que ha uma diminuicao
na expressdo de receptores de TGF-B o efeito inibitorio de TGF-B em células Thl ¢é
minimo em células T ativadas, sendo essa expressao dependente de 1L-10. Machado et
al. (2011) ndo encontraram diferencas em relacdo a expressdo de TGF-f in situ entre os
grupos LCL e LCD, mas observaram que uma expressao mais elevada, mesmo que nédo

significativa, na LCD de pacientes com lesdo ulcerada.

Estudo comprovamos papeis pro-inflamatérios do TGF-B nas respostas
inflamatorias. O TGF- induz células T regulatorias positivas para FOXP3, enquanto na
presenca de IL-6, induz células Th17 produtoras de IL-17 patogénicas. O TGF-B inibe a
proliferacdo de células T, assim como a producéo de citocinas através de mecanismos
independentes e dependentes de FOXP3 (YOSHIMURA; MUTO, 2011). Oliveira et al.
(2014) sugerem que TGF-B pode agir modulando a producao de IL-17 em células de
pacientes com LC. Como as células desses pacientes foram previamente ativadas e
reestimuladas in vitro por antigenos de Leishmania, TGF-p pode ter uma funcdo mais

imunomodulatéria do que indutora de IL-17.
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7. CONCLUSAO

— Nas lesdes de pele de paciente com LCD e LCL, a producgéo de IFN-y ocorre de
forma semelhante;

— Existe uma correlacdo linear positiva, estatisticamente significante, entre a
expressao de IFN-y e IL-10, nas lesdes dos pacientes com LCL;

— Nas lesbes dos pacientes com LCD, a secre¢do de IL-10 foi estatisticamente
significante maior que nas lesdes do grupo LCD;

— Nas lesdes de pacientes com LCD, a imunossupressdo pode ser mediada por IL-
10.
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