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RESUMO

A Linfadenopatia tem sido considerada uma importante manifestagdo clinica
observada em pacientes com LC causada por Leishmania (Viannia) braziliensis.

Foi realizado analise histopatoldgica de 26 linfonodos e imunohistoquimica de 11
pacientes com diagnéstico confirmado de LC, com o propésito de estudar as
caracteristicas da linfadenopatia e seu papel na patogénese da LC.

As subpopulagbes celulares, a carga antigénica e as citocinas dos linfonodos
foram identificadas através da técnica de imunoperoxidase indireta, utilizando o sistema
biotina-avidina. As alteragdes morfologicas foram analisadas através do exame
histopatoldgico utilizando hematoxilina-eosina e as coloragdes de Wade e Grocott para
o diagndstico diferencial com tuberculose e micose.

Uma linfadenite cronica intensa constituiu o quadro de base da linfadenopatia
leishmanidtica (p=0,001), observada em 96% dos casos. A linfadenite foi
predominantemente granulomatosa (92%) associada de histiocitose sinusal (96%) e
hiperplasia paracortical (96%). Houve ainda a participagcdo da apoptose e necrose em
88% e 53% dos casos de linfadenite, respectivamente.

Os linfécitos T CD4+ associaram-se positivamente com a frequéncia de linfocitos
T memodria (p=0,002) e macréfagos (p=0,001) e células expressando TNFa foram mais
frequentes nos linfonodos com mais tempo de evolugéo.

A leishmaniose cutéanea com linfadenite regional concomitante mostrou analogia
com a fisiopatologia do complexo primario da tuberculose, funcionando a reacdo
ganglionar como um importante mecanismo de controle na LC, j& que pacientes que
desenvolvem linfadenopatia ttm demonstrado um tipo de resposta imune mais efetiva,

ocorrendo auto-resolucéo espontanea da linfadenite em 80% dos casos.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

Leishmaniose refere-se a um grupo de doengas provocadas por protozoarios pertencentes
ao género Leishmania da ordem Kinetoplastida. Eles vivem no interior dos macrofagos como
amastigotas em seres humanos e outros mamiferos: roedores, edentados (tatu, tamandua,
preguiga), marsupiais (gamba), canideos e primatas, € como promastigotas flagelados no lumen
intestinal do hospedeiro intermediario: invertebrados da ordem DIPTERA, género Lutzomya no
Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (Lainson & Shaw, 1987), e em meios de cultura.

Com base na extrapolagdo dos dados epidemioldgicos disponiveis (“WHO Division of
Control of Tropical Disease (1998), estima-se que 350 milhdes de pessoas no mundo correm o
risco de contrair leishmaniose, aproximadamente 12 milhdes estdo infectadas e surgem por ano
cerca de 2 milhdes novos casos (1-1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutinea e 500 mil casos
de leishmaniose visceral) [WHO, (on line) 1998].

Em areas endémicas de leishmaniose, como o Cear4, a incidéncia de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) ¢ elevada (40 casos novos/100.000 habitantes) quando comparada
com a do calazar (1,8/100.000 habitantes) no ano de 1997. Ademais, a LTA ¢ responsavel por
uma alta taxa de morbidade em nosso estado, como pode se observar no grande niimero de casos
notificados no ano de 1997, correspondendo a um total de 2.787 casos novos de LTA com base
numa populag¢do de 7.193.095 habitantes (Brasil, FNS; 1997).

A LTA € um problema crescente de saude publica, pelo aumento crescente do nimero de
notificagdes nos ultimos 10 anos e sua distribuigdo geografica em expansdo. Se atentarmos para
o fato da subnotificagio, devemos avaliar os dados oficiais com cautela pois estes refletem

apenas parcialmente a magnitude do problema.

1.1.1 Taxonomia

A posi¢do sistematica do género Leishmania segundo Lainson & Shaw (1987) é a
seguinte:

Reino PROTISTA Haeckel, 1986

Sub Reino PROTOZOA Goldfuss, 1817

Filo SARCOMASTIGOPHORA Honigberg and Balamuth, 1963

Subfilo MASTIGOPHORA Deising, 1866
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Classe ZOOMASTIGOPHORA Calkins, 1909

Ordem KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend Vickerman, 1976
Subordem TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901, emend Grobben, 1905

Género Leishmania Ross, 1903

De acordo com o desenvolvimento de Leishmania no interior dos flebotomineos (insetos
vetores), Lainson & Shaw (1987) propuseram uma nova subdivisdo para o género Leishmania.
As espécies que se desenvolvem no intestino posterior do inseto pertencem ao subgénero
Viannia, enquanto que as espécies com desenvolvimento no intestino médio e anterior pertencem
ao subgénero Leishmania.

Varios esquemas de classificagdo tém sido propostos. Dentre estes destaca-se uma
nomenclatura simplificada que foi utilizada em recentes publicagdes apresentadas no Segundo
Simpésio Internacional de Taxonomia e Filogenia da Leishmania em Montpellier, Franga, 1988,
com base no reconhecimento de comportamento do parasito no hospedeiro vertebrado e em
métodos moleculares e bioquimicos: [serodema (anticorpos monoclonais) e zimodema (perfil
isoenzimatico)] aplicados as cepas individuais de Leishmania originarias de distintas areas

geograficas (Grimaldi et al, 1989):

Leishmania braziliensis Viannia, 1911 emend Matta, 1916 (=Leishmania

braziliensis braziliensis, L.(Leishmania)braziliensis, L.(Viannia) braziliensis).
Leishmania guyanensis Floch, 1954 (=L.b.guyanensis, L.(V.) guyanensis).
Leishmania panamensis Lainson e Shaw, 1972 (=L.b.panamensis, L.(L.) panamensis,
L.(V.) panamensis).

Leishmania lainsoni Silveira and others, 1987 (=L.(V.) lainsoni).

Leishmania mexicana Biagi, 1953 emend Garnham, 1962 (=L. m. amazonensis, L(L.)
amazonensis)

Leishmania amazonensis Lainson and Shaw, 1972 (=L.m .amazonensis, L.(L.)
amazonensis).

Leishmania  venezuelensis Bonfante-Garrido, 1980 (=L.m.venezuelensis, L.(L.)
venezuelensis).

Leishmania chagasi Cunha and Chagas, 1937 (=L.donovani chagasi, L.(L.) chagasi).
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As viérias espécies de Leishmania do Novo Mundo (Brasil) podem ser classificadas
taxonomicamente segundo os critérios de Lainson & Shaw (1987) (padrio de crescimento de
promastigotas no intestino do flebotomo), acrescidas de espécies descritas posteriormente por

outros autores (Lainson et al, 1994) (Quadro 1).

Quadro 1: Leishmania spp do Novo Mundo com respectivas formas clinicas e distribuicio

geografica
Leishmanioses Espécies Forma clinica* Distribuicfo geografica
viscerotrépicas L.(L.) chagasi LV América Latina
dermotrépicas L.(L.) mexicana LC/LCD Meéxico, América Central, Texas
L.(V.) shawi L.C Para
L.(V.) naiffi L.C Para
L.(V.) lainsoni L.C Para
L.(L.) amazonensis LC/LCD Amazdnia, Bahia e outros estados do
Brasil
L.(L.) pifanoi L.C/L.CD Venezuela
L.(L.) garnhami L.C Venezuela
L.(L.) venezuelensis L.C Venezuela
T L.(V.) braziliensis LC/LM.C/LB Varias areas da América Latina
L.(V.) peruviana LC Andes Peruano, Argentina
L.(V.) panamensis L.C/LCM Panama3, Costa Rica, Colombia,
Honduras

Fonte: Lainson et al, 1994
*LV- leishmaniose visceral; LC- leishmaniose cutinea; LCD- leishmaniose cutinea difusa; LCM- leishmaniose

cutaneo-mucosa; LB- leishmaniose bubdnica

De acordo com a Organizagéo Mundial de Saude (OMS) (1990) as diferentes espécies de
Leishmania responsaveis pela infec¢do humana no Novo Mundo podem ser classificadas em 3

(trés) tipos distintos de complexo fenotipico (Quadro 2)
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Quadro 2: Espécies de Leishmania patogénicas para o homem- classificaciio proposta pela
OMS, 1999

Leishmanioses Subgéneros e “Complexos”

Subgénero Viannia
Complexo “Leishmania braziliensis”
Leishmania braziliensis
Leishmania panamensis

Dermotrépicas Leishmania guyanensis
(Novo Mundo) Leishmania peruviana
Subgénero Leishmania
Complexo “Leishmania mexicana”
Leishmania mexicana
Leishmania amazonensis

Leishmania pifanoi
Complexo “Leishmania donovani”
Viscerotrépicas Leishmania donovani
(Novo e Velho Mundo) Leishmania infantum

Leishmania chagasi

1.1.2 Ciclo biologico

A Leishmania tem um ciclo biolégico dimérfico e semelhante em qualquer das espécies
de flebétomo. A infecgdo, por sua vez, ocorre quando a fémea pica o homem (hospedeiro
acidental) e um certo ntimero de mamiferos infectados por Leishmania (reservatérios), tais como
0s roedores silvestres, marsupiais, edentados, carnivoros e primatas, e juntamente com o sangue
ingere macrofagos parasitados pelas formas amastigotas, que so liberadas no tubo digestivo do
inseto vetor. Apos divisdo binaria, as amastigotas se transformam rapidamente em promastigotas
que ainda se multiplicam no sangue ingerido. Apés digestdo do sangue, entre o terceiro e o
quarto dias, as promastigotas livres podem seguir dois caminhos: as do complexo “braziliensis”
(subgénero Viannia) colonizam o piloro e o ileo (tipo peripilaria) e se transformam em
paramastigotas que, pelo flagelo, aderem ao epitélio intestinal por meio de desmossomos. Em
seguida, os parasitos migram em direcio a faringe do inseto e se transformam em pequenas
promastigotas, altamente mdveis e infectantes. As do complexo “mexicana” (subgénero
Leishmania) multiplicam-se no estdbmago (tipo suprapilaria) e se transformam em
paramastigotas, as quais colonizam o esdfago e a faringe, em seguida diferenciam-se novamente
em promastigotas infectantes, completando o ciclo entre 3 e 5 dias (Lainson & Shaw, 1987).

Na tentativa de ingerir o sangue do vertebrado a fim de completar o ciclo gametogénico,

o inseto introduz no local da picada as formas promastigotas infectantes, que dentro de 4-8 horas
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sdo fagocitadas pelos macrofagos.

A interagdo Leishmania-macréfago pode ser assim resumida: a ligagdo da promastigota a
superficie do macrofago, in vitro, é mediada por glicoproteinas e lipofosfoglicano (gp63 e LPG)
existentes na superficie de todas as espécies infectantes de Leishmania, que interagem com
receptores CR3 e p150-95 que sdo integrinas da superficie do macrofago. Na presenga de soro
ndo-imune, as promastigotas metaciclicas ativam o complemento pela via classica e acumulam
C3b na sua superficie (opsonizagio), que se liga ao receptor de C3b dos macréfagos, via CR1 e
CR3 (Russel & Talamas-Rohana, 1989).

Apds fagocitose, as promastigotas se transformam em amastigotas, que resistem a ago
dos lisossomos e se multiplicam por divisio binaria. Embora sejam desconhecidos os
mecanismos que permitem a sobrevivéncia da Leishmania no interior do macrofago, levanta-se a
hipé6tese de que, ou a Leishmania é refrataria intrinsecamente, ou que produtos do parasito sejam
capazes de degradar e/ou inativar as enzimas lisossomais. De qualquer modo esta capacidade de
sobreviver ao ataque enzimatico e ao estresse oxidativo por radicais livres oxigenados (“burst”
oxidativo) € um atributo do parasito vivo, j4 que parasitos ndo vidveis quando fagocitados sdo
prontamente lisados e digeridos (Barral-Netto et al, 1986).

Ocorrendo a multiplicagdo intracelular do parasito, pouco tempo depois, o macréfago
repleto de amastigotas, desloca o seu nicleo para a periferia e entio uma vez esgotada sua
fesisténcia, a membrana se rompe, liberando os parasitos no intersticio, os quais iniciam a reagio
inflamatéria e sdo novamente fagocitados por outros macréfagos exsudativos que sdo atraidos
para o local, por quimiotaxia (Bray & Alexander, 1987).

As amastigotas sdo capazes de manter e amplificar a infecgdo, presumivelmente, pela
liberagio e reentrada em outros macrofagos, os quais funcionam como células hospedeiras ("safe
target"). Apos o estabelecimento da imunizagdo mediada por células T (CD4+), os macréfagos,
seja como células apresentadoras de antigenos, seja como célula efetora, sdo responsaveis pela

morte do parasito nos estagios de remissio da infecgdo (Gross et al, 1992).
1.2 Manifestacdes clinicas

Clinicamente, as leishmanioses sdo divididas em sindromes visceral, cutinea e cutineo-
mucosa. Uma unica Leishmania sp pode produzir diferentes formas clinicas, assim como uma
determinada forma clinica pode ser causada por mais de uma espécie (Pupo, 1946).

A LTA envolve uma grande variedade de manifestagdes clinicas, representadas por
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lesdes unicas ou miltiplas, secas ou timidas, ulceradas ou ndo, localizadas ou disseminadas
(Pupo, 1946).

As lesdes cuténeas se iniciam no sitio de entrada do parasito, formando uma pequena
papula que evolue a nddulo com posterior ulceragio central. As lesdes podem tomar o aspecto de
papulas, nédulos, tlceras, tubérculos ou placas infiltrativas. Lesdes Verrugosas e vegetantes sio
observadas com menor frequéncia (Marsden, 1986).

O aspecto mais encontrado € de ulcera com bordos elevados, regulares e bem
demarcados. A Leishmania (V.) braziliensis é a espécie mais prevalente no Nordeste do Brasil e
¢ a responsavel pela maioria das formas graves de LTA. As lesdes se desenvolvem rapidamente
e podem mostrar uma tendéncia & cura espontanea, sem tratamento especifico (Marsden, 1986).

Raramente (em aproximadamente 1% dos casos), a LC pode assumir o quadro de doenca
disseminada, grave, por comprometer extensas reas da superficie corporea. As lesdes ai podem
aparecer como elementos acneiformes, papulas e pequenas tlceras (Costa et al, 1986, Carvalho
et al, 1994). Esta forma clinica deve ser diferenciada da forma cutinea difusa, na qual as lesdes
encontradas s@o do tipo nodulares e ndo-ulceradas (Convit et al, 1972).

Recentemente, uma variante dita bubdnica causada por Leishmania (Viannia) braziliensis
tem sido descrita no estado do Cear4. A denominagiio de leishmaniose bubdnica foi dada em
virtude da alta prevaléncia de linfadenopatia associada & LTA por L.(V.) braziliensis em nosso
estado, assemelhando-se ao quadro clinico da peste bubdnica (Sousa et al, 1995). Entidade
semelhante tem sido descrita também no estado da Bahia (Barral et al, 1992; 1995).

Assim, linfonodos satélites hipertrofiados em associacio com lesdes cutineas ulceradas
induzidas por Leishmania (V) braziliensis configuram uma entidade clinica, designada de
leishmaniose bubdnica (LB), particularmente prevalente no estado do Cearé (Sousa et al, 1995).

Estudo epidemiologico realizado numa 4rea endémica de LTA em Baturité, Ceara,
mostrou que 77% de um universo de 595 individuos, com diagndstico confirmado de LC por
Leishmania (V.) braziliensis, apresentavam linfadenopatia regional importante (acima de 2 cm).
Um fato digno de atengdo foi a observagiio de que a linfadenopatia precedia, numa média de 2
semanas, a ulcera cutdnea em mais de 2/3 dos casos. Individuos com linfadenopatia relatavam
mais frequentemente historia de febre, e, ao exame clinico podiam exibir aumento de figado e
bago, sinais estes que os distinguiam do grupo de pacientes com LTA, mas sem linfadenopatia
(50 pacientes). A presenga de linfadenopatia transitéria pode funcionar como o primeiro sinal de
LC e, algumas vezes, é a unica manifestacio da infec¢do por Leishmania braziliensis. A

visualizagio de amastigotas nos linfonodos hipertrofiados, antes da ocorréncia de qualquer outra
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evidéncia dermatologica da doenga, indica que a difusdo da Leishmania do sitio de inoculagio
para os linfonodos € precoce e precede o desenvolvimento da tlcera cuténea (Barral et al, 1995).

A leishmaniose cutdneo-mucosa (espindia) caracteriza-se por um grande
comprometimento cutineo a nivel do 14bio superior e septo nasal com intenso desfiguramento,
resultante do grave dano tissular local infligido pelo processo inflamatério
linfohistioplasmocitario de hipersensibilidade, de natureza imunopatologica (Marsden, 1986).
Esta forma grave e mutilante de leishmaniose ¢ causada pela L. (V.) braziliensis e ocorre devido
a disseminagdo sistémica tardia de lesdes primarias, estritamente cutineas, que acometem
aproximadamente 0,3% dos individuos infectados no estado do Ceara (Sousa et al, 1995), sendo
que em Trés Bragos, Bahia, observa-se uma prevaléncia aproximada de 5% (Marsden et al,
1984). Os dois possiveis fatores de risco para leishmaniose cutineo-mucosa sio multiplas lesdes
cuténeas na infecgdo primdria e tratamento especifico com glucantime inadequado ou incompleto
das lesGes primarias (Marsden, 1986).

A leishmaniose cutinea difusa (LCD), considerada uma sindrome rara ou mesmo
inexistente no Nordeste do Brasil, ¢ uma forma anérgica da doenga que é peculiar a regifo
Amazénica e se caracteriza por lesdes papulares e/ou nodulares ndo ulceradas, geralmente
multiplas, isoladas ou conglomeradas ou ainda em placas cutineas, espessas e infiltradas. E de
dificil diagnéstico diferencial com a forma virchowiana da hanseniase, dai a razdo de muitos
pacientes com LCD serem enviados a col6nias de hansenianos por erro diagnéstico (Convit,
1972). As lesdes estdo geralmente distribuidas por todo o tegumento cutineo, sobretudo no rosto
("face leonina") e na face externa dos membros, conferindo assim a designagdo de difusa.
Conquanto o qualitativo de difuso seja um atributo bastante frequente, ndo é considerado
absoluto, devido ao fato de existirem casos com lesdes simples localizadas. Esta variedade de
leishmaniose jamais ulcera e apresenta tendéncia a poupar as mucosas, atingindo-as so raramente
(Silva, 1982). Amastigotas jamais sdo encontrados na medula dssea, figado, baco ou outras
visceras (Convit, 1972), o que permite excluir potencial viscerotropico da L.(L.) amazonensis
nestes pacientes.

Ecoepidemiologicamente, em nosso pais, a LCD é reconhecida como uma zoonose de
pequenos roedores, causada pela L.(L.) amazonensis e que acidentalmente transmite-se ao
homem. Esta forma difusa ocorre em individuos com deficiéncia inata de resposta imunocelular

especifica (Convit, 1972).
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1.3 Histopatologia

No homem e nos diversos hospedeiros vertebrados envolvidos como elos na cadeia de
transmiss@o das leishmanioses, as Leishmania spp se multiplicam no interior de macrofagos e de
outras células do sistema fagocitico mononuclear (“safe targets”) como parasitos intracelulares
obrigatorios.

De um modo geral, aceita-se a existéncia de um amplo espectro histopatologico na
leishmaniose, variando desde formas anérgicas com exacerbado nimero de parasitos as formas
de hipersensibilidade, com escassez de parasito € uma resposta do tipo granulomatosa (Kurban et
al, 1966; Ridley, 1987).

O quadro histopatologico de base na LTA (LC e LCM) esta representado pela inflamagéo
cronica, frequentemente do tipo granulomatosa, que compromete a derme, ou o corion da
mucosa, em extensdo variavel. Este quadro, porém, néo particulariza a doenga, cujo diagndstico
s6 pode ser selado pelo encontro do parasito. Levando-se em consideragdo o achado inconstante
de amastigotas nas lesdes, ¢ importante que se estabelegam certos padrdes de alteragdes
histopatolégicas peculiares a LTA, resguardando-se especificidades geograficas e genéticas dos
microorganismos.

A relevéncia a ser atribuida aos eventos imunopatoldgicos, a nivel da lesdo cutinea
leishmaniotica, reside no fato destes poderem estar refletidos a nivel do linfonodo satélite &

maneira de uma imagem em espelho.
1.3.1 Leishmaniose cutianea (LC)

A analise das alteragdes histopatologicas de 378 casos de LT na regido de Trés Bracos, na
Bahia, revelou que em 40,9% das formas cutéineas, a infiltragdo celular histiolinfoplasmocitaria
constituiu a caracteristica basica do padrdo de reagdo exsudativa celular que pdde ser observado
tanto na fase aguda como na cronica (MagalhZes et al, 1986).

O plasmécito constituiu um elemento praticamente constante em todas as lesdes
desenvolvidas, porém néo foi observado nas lesdes residuais, em via de cura ou ja cicatrizadas.
Os mastocitos foram encontrados geralmente em associagio com os eosinéfilos, predominando
os primeiros no padrdo de reagdo exsudativa e necrético-granulomatosa. Os granulocitos
neutrofilos apareceram discretamente. Em 66% dos casos, a necrose fibrindide ocorreu nos

primeiros 2 meses de lesdo. Quanto 4 reagdo granulomatosa, foram observados 2 tipos de
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granulomas: o desorganizado, em associagdo com a necrose tissular e o organizado, mais raro, do
tipo tuberculdide. As células epitelidides somente foram observadas no granuloma caracteristico
do padrdo de reagdo exsudativa e tuberculdide, predominando ligeiramente nas formas cutineas
(Magalhdes et al, 1986b).

A neoformag@o vascular teve uma presenga significantemente maior nas formas cronicas,
enquanto que nas formas agudas predominou a lesdo discreta. A fibrose inexistiu nas formas
agudas, sendo observada sobretudo nas formas cronicas (Magalhdes et al, 1982).

A infec¢do cutdnea revelou numa fase inicial a presenga de uma quantidade variavel de
parasitos no interior de histidcitos ou livres no tecido, podendo ser encontrados tanto na derme
papilar como na reticular. Posteriormente, os parasitos se reduzem em nimero, tornando dificil a

sua visualizagdo através de bidpsias (Ridley, 1980; Magalhdes et al, 1982; Marsden, 1986).
1.3.2 Leishmaniose cutineo-mucosa (LCM)

As lesdes da LCM sdo caracterizadas por uma reagdo granulomatosa necrosante com
muitas células inflamatorias, mas com raros parasitos. Estas lesdes sdo com frequéncia
refratarias ao tratamento antimonial (Marsden, 1986).

As lesGes histoldgicas assemelham-se parcialmente aquelas descritas na LC. No inicio, o
éspecto predominante € o de uma reagio celular ndo-especifica, exsudativa, com infiltragdo de
linfocitos, macréfagos e plasmocitos, algumas vezes associado a reagdes necrdticas e
granulomatosas de pequena monta. Em seguida, formam-se granulomas em torno da zona
necrética, com degeneragdo fibrindide (“active infiltrative granulomata”). Um aspecto
importante na patogenia desta forma clinica consiste no quadro de vasculite aguda com necrose
coagulativa e/ou fibrindide da parede de pequenos vasos sanguineos, que se sobrepde ao de
hipersensibilidade tipo II induzida por deposi¢do local de imunocomplexos. Nestas
circunstancias, a lesdo pode evoluir para um granuloma epitelidide (tipo tuberculéide) ou
regredir para uma reagdo exsudativa celular inespecifica (Organizagdo Mundial de Satide, 1990).

Os fen6menos necroticos tendem a ser extensos e parecem associar-se a acumulo in situ
de complexos imunes e ndo necessariamente relacionam-se a lise de macrofagos ou amastigotas
intracelulares. As lesdes tendem a comprometer o revestimento mucoso, mormente a nivel do
septo nasal com perfuracdo e queda (“nariz em tapir”). Neste sitio, as amastigotas podem ser
visualizadas no interior de células endoteliais em areas de neovascularizagio associadas a denso

infiltrado perivascular e lise de matriz cartilaginosa (Marsden, 1986; OMS, 1990).
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1.3.3 Leishmaniose cutianea difusa (LCD)

A LCD nas Américas esta estreitamente asociada com a L.(L.) amazonensis e se
caracteriza histopatologicamente pelo infiltrado denso de macrofagos vacuolizados, repletos de
formas amastigotas e pela escassez de exsudagdo linfocitaria e pela auséncia de fendmeno
ulcero-necrosante, aspecto que lembra a hanseniase virchowiana (Marsden et al, 1986). O quadro
histopatoldgico geral, portanto, reflete a auséncia de resposta imune celular.

No entanto, Bittencourt & Freitas (1983) demonstraram que ocorria uma variabilidade
nos aspectos histopatologicos das lesdes ativas e das involutivas, mostrando a presenca de
infiltrado mononuclear, fibrose, necrose e diferengas na intensidade do parasitismo entre
diferentes lesdes num mesmo paciente, mesmo na auséncia de tratamento. Nas lesdes involutivas

havia um decréscimo acentuado no parasitismo e extensa fibrose.
1.3.4 Linfadenopatia leishmaniotica: leishmaniose bubdnica (LB)

A analise de bidpsias de linfonodos de pacientes com leishmaniose revela um quadro de
linfadenite, formado por um processo necrético granulomatoso com a presenca de amastigotas de
Leishmania no interior de macrofagos. O infiltrado inflamatério consiste de histiocitos, linfocitos
e plasmdcitos, que pode estender-se além da capsula em torno do tecido adiposo, tornando os
nodulos adjacentes aderentes, permitindo, assim, a formagio de grandes massas que sdo
facilmente palpéaveis ao exame fisico. Os macrofagos e plasmécitos costumam ser distribuidos na
regido subcapsular ou na forma de agregados de moderado tamanho com a presenga de
granulomas bem formados, distribuidos por todo o linfonodo. Ha casos em que aparecem areas
de necrose caseosa ou fibrindide que sugerem o quadro de tuberculose. Outros achados
frequentemente descritos incluem ainda hiperplasia folicular com fibrose e ocasionais
amastigotas (Pupo, 1946; Berger et al, 1985; Moraes et al, 1993; Sousa et al, 1995).

A linfadenopatia descrita em pacientes com LC no Velho Mundo mostra algumas
semelhancas com a do novo Mundo, como pode ser observado em estudos realizados por
Daneshbod (1978), Azadeh (1985) e Kumar (1987), os quais assinalaram os seguintes aspectos:
fibrose subcapsular com infiltragdo linfocitica, hiperplasia folicular com grandes centros
germinativos, granulomas de tamanho variavel apresentando ou ndo células gigantes

multinucleadas, as vezes contendo necrose central e ocasionais plasmocitos e amastigotas

intracelulares.
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Histologicamente, a linfadenite por Leishmania assemelha-se a outras doengas
granulomatosas como a toxoplasmose, histoplasmose, tuberculose e sarcoidose. Faz-se, assim,
necessario que, além de técnicas rotineiras de coloragdo como a hematoxilina-eosina, outros
recursos laboratoriais auxiliares possam ser utilizados tais como cultura de material de bidpsia,
inoculagdo em animais de laboratério, a IDRM e, eventualmente, testes de imunohistoquimica,
testes de hibridizagdo molecular e microscopia eletronica. Estes Gltimos devem ser feitos como
métodos auxiliares para o diagnostico de leishmaniose com comprometimento linfonodal, ja que
inexistem, no momento, alteragdes hematologicas ou soroldgicas especificas desta entidade

clinica, a linfadenopatia leishmaniodtica (Barral et al, 1995).
1.3.5 Classificacdes histologicas da LTA

O quadro histopatologico da LC e LCM varia de um processo inflamatério com
exsudac@o inespecifica de células mononucleares e neutrofilos a uma reagdo granulomatosa com
ou sem necrose (Bittencourt & Andrade, 1967; Magalh3es et al, 1982). Dentro desde contexto
sdo varias as tentativas de classificagio histologica, em face de multiplos aspectos
histopatolégicos da LC com relagdo aos aspectos clinico, de prognostico e resposta terapéutica
(Magalhdes et al, 1982; Ridley ,1980; Bittencourt & Barral, 1991).

A classificagdo simplificada adotada por Bittencourt & Barral (1991) consiste de 3
categorias: I- Presenga de um infiltrado inflamatorio de plasmocitos, linfocitos e macréfagos na
auséncia de células gigantes e epitelidides; II- ocorréncia de células gigantes e/ou epitelidides
presentes numa forma desorganizada em associag@o com o infiltrado inflamatorio mononuclear;
ITI- presenca de granulomas bem circunscritos com células epitelidides e células gigantes
associada ou ndo com os elementos das outras categorias.

Dos 5 (cinco) padrdes histopatoldgicos descritos por Magalhdes et al (1986b), a reacio
exsudativa de células mononucleares constituiu o tipo mais frequente, tanto nas formas cutineas
como nas mucosas, sendo ainda considerada como a reagéo imunocelular de base. O padrio de
reagdo necrotico-exsudativa apareceu em um numero reduzido de casos da forma cuténea pura.
A necrose, seu elemento principal, deve representar, segundo Magalhdes et al (1986a), alteragdo
fugaz que antecede o granuloma reacional, constituindo assim o padrio misto de reagio
exsudativa e necrotico-granulomatosa.

Em trabalho subsequente, Ridley et al (1980), analisando a histopatologia de um grande

numero de casos de LC e LCM oriundos do estado da Bahia, vém a consubstanciar achados
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anteriores de uma associagdo positiva entre a marcada reagdo fibrindide e formas da doenga
pauciparasitarias. Inversamente, uma associa¢do entre a débil reagdo do tecido conjuntivo e
formas da doenga com intenso parasitismo pode ser estabelecida.

A classificagdo elaborada por Ridley (1980) consiste de: I- quadro ndo-reativo, com

escassas ou ausentes células inflamatorias; II- quadro reativo, com leve a moderada reagdo

inflamatoria e intenso processo necrotizante; III- quadro infiltrativo, com acentuada infiltracio

mononuclear da derme mas sem granuloma ou necrose; IV- tipo tuberculéide, com células

gigantes esparsas e pequenos focos de células epitelidides, associados ou ndo com

necrose; V- tipo hipersensibilidade, com granuloma composto de células epitelidides bem
desenvolvidas, associado ou ndo com células gigantes.

Tentando avaliar a aplicabilidade das classificagdes histologicas na LC e LCM, Barral e
Bittencourt (1991) avaliaram os padroes morfologicos de duas bidpsias colhidas
simultaneamente de uma mesma lesdo e compararam as classifica¢des de Ridley e de Magalhdes
com uma classificagdo simplificada, composta por trés categorias: 1- infiltrado inflamatério
cronico sem células epitelidides ou gigantes, 2- padrdo anterior com presenga de células
epitelidides e gigantes; 3- presenga de granulomas bem circunscritos. Distintos padrdes
histopatologicos foram observados na mesma bidpsia, evidenciando-se que os padrdes
histopatoldgicos néo representam um estagio da leishmaniose tegumentar e dai a impossibilidade

de classifica-la tomando por base unicamente seus aspectos histopatologicos.

1.4- Papel do linfonodo

Os linfonodos podem reagir histopatologicamente a um estimulo lesivo através de dois
modos: um genericamente denominado de estado reacional ou hiperplasia reativa, incluindo
hiperplasia folicular, hiperplasia paracortical e histiocitose sinusal; outro, reconhecido como
linfadenite, que pode exibir aspectos de supuragdo, necrose, inflama¢dio granulomatosa e
infiltragdo de plasmocitos. A combinagio de hiperplasia reativa com outras rea¢des inflamatérias
pode ser vista em determinados tipos de doenga (Kissane & Anderson, 1985).

A hiperplasia reativa do linfonodo caracteriza-se por rea¢des histologicas inespecificas
que podem ser causadas por uma variedade de estimulos. A do tipo folicular € um tipo de reagio
causada por estimulagdo de linfocitos B, sendo caracterizada morfologicamente pela presenca de
numerosos foliculos linféides com grandes centros germinativos exibindo elevada atividade

mitdtica e numerosos macrofagos e plasmocitos. Este tipo de reagdo pode ser observado na sifilis
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secundaria, artrite reumatoide, toxoplasmose e estagios agudos da infecgdo por HIV. O
significado da reag@o que se observa na histiocitose sinusal € desconhecido, a qual se caracteriza
pela distensdo dos seios por histidcitos bem diferenciados com hipertrofia das células endoteliais,
podendo funcionar como um indicador de bom progndstico para o cdncer de mama, por
exemplo. A hiperplasia paracortical se caracteriza por modificagdes restritas a regido de
linfécitos T, podendo ser identificada pelo considerdvel nimero de células grandes com
nucléolos proeminentes e citoplasma basofilico (imunoblastos), hipertrofia de células endoteliais
sinusais e vasculares, e um infiltrado celular misto, principalmente de macréfagos e eosindfilos
(Kissane & Anderson, 1985; Cotran et al, 1994).

Quando os granulomas estdo presentes nos linfonodos, a condi¢do passa a ser
denominada de linfadenite granulomatosa, que geralmente ocorre nos casos de linfadenite
cronica. Varias infecgdes podem ser incluidas neste tipo de linfadenite, tais como a tuberculose,
a histoplasmose, a brucelose, a doenga da arranhadura do gato, a sarcoidose e o carcinoma,
dentre outras. A tuberculose (Tb) é um exemplo classico de linfadenite granulomatosa, na qual o
envolvimento do linfonodo pode ser considerado resultante da drenagem do sitio primario de
infecgdo para os linfonodos satélites, tal como ocorre com o envolvimento dos linfonodos hilares
e peribronquiais no complexo priméario da Tb pulmonar. Nas lesdes recentes os linfonodos
apresentam pequenos tubérculos tipicos com pouca necrose caseosa central, contendo células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans. Nas lesdes mais antigas os linfonodos contém poucos
granulomas associados a necrose caseosa significativa com posterior deposigdo de colageno e
calcificagdo (Ritchie, 1990). Outros tipos comuns de linfadenite que se observa em nosso meio
sd0 as supurativas e as necrotizantes. As primeiras sio causadas por organismos piogénicos tais
como estafilococos e estreptococos. Os linfonodos nestes casos se apresentam hipertrofiados e
dolorosos e a polpa entre os foliculos se encontra hiperémica e infiltrada com polimorfonucleares
neutrofilos. As bactérias presentes neste meio podem multiplicar-se e produzir hemorragia e
abcessos. A linfadenite necrotizante caracteriza um quadro hemorrigico com extenso processo
necrotizante, tipico da peste bubdnica. (Kissane & Anderson, 1985).

Trabalhos experimentais tém revelado a importancia dos linfonodos regionais no controle
da infecgdo provocada por Leishmania (Poulter & Randolph, 1982; Reed et al, 1986).

Existem evidéncias de que a migragdo da Leishmania do sitio de inoculagfo inicial para o
linfonodo de drenagem possa ser um mecanismo imunorregulador eficiente no inicio da resposta

imune especifica (Moll, 1993).

Ja esta bem estabelecido que a indugdo de resposta imune celular frente a antigeno
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introduzido topicamente ou intradérmico requer a drenagem linfatica a partir do sitio de
penetragdo. Kadivar & Soulsby (1975) demonstraram que a LCD poderia ser experimentalmente
induzida pela interrup¢io da drenagem linfatica do sitio de infecg¢@o primario na LC.

Estudos realizados, com linhagem de camundongos resistentes (C57BL) & infecgédo por L.
tropica, tém demonstrado que a remocdo de linfonodos popliteos previamente a infec¢do foi
capaz de exacerbar consideravelmente a lesdo primaria em relagdo ao grupo de animais
infectados sem remocdo de linfonodos. A gravidade da doenga, entdo, foi associada com a
inibigdo inicial da induc@o de hipersensibilidade tipo retardada (HTR) e, assim, na faléncia do
mecanismo de resisténcia adquirida & mediagio celular, inibidora da multiplicagdo parasitaria
(Poulter & Randolph, 1982).

De modo anélogo, Reed et al (1986) observaram que a resposta cutdnea positiva de HTR
especifica para Leishmania amazonensis negativava progressivamente em camundongos
CS7BL/10 (resistente) e DBA2 (moderadamente susceptivel) infectados, nos quais a drenagem
linfatica tinha sido previamente removida. Uma diferenga importante entre este estudo e o de
Poulter & Randolph (1982) foi o fato da aboli¢do da expressdo normal de HTR cuténea, a qual
acompanhava-se de metastatizag@o e alto indice de mortalidade & maneira de camundongos da
linhagem BALB/C.

A importancia dos linfonodos na contengdo e controle da LC tem sido claramente
demostrada em modelo experimental. Entretanto, o papel dos linfonodos envolvidos na
patogenia da LC/LCM humana necessita ser melhor esclarecido.

Estudos realizados por Barral et al (1992) e Sousa et al (1995) tém demonstrado que
ocorre a disseminagdo precoce de L. braziliensis do sitio de inoculagio primaria na pele para o
linfonodo regional de drenagem, em um ntimero significativo de pacientes residentes em area
endémica de LC. De 456 pacientes com linfadenopatia leishmaniotica, 81% apresentaram
involugdo completa da adenopatia antes do estabelecimento da terapéutica, significando que
ocorre resolugdo espontinea da linfadenopatia leishmaniética na maioria dos pacientes (Sousa et
al, 1995). Pacientes com linfadenopatia desenvolvem em geral uma resposta imune celular e
humoral maior do que pacientes sem linfadenopatia. Estes resultados sugerem que a
disseminagdo precoce de Leishmania para os linfonodos parece ser relativamente comum e

importante na indug@o de uma resposta imune local efetiva na LC (Barral et al, 1992).
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1.5- Resposta imune na leishmaniose

InfecgBes experimentais com Leishmania major em camundongos isogénicos
susceptiveis resultam numa doenga disseminada letal. Os animais infectados respondem aos
antigenos parasitarios através da estimulag@o de células Th2 CD4+ e secre¢do de citocinas IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. De um modo inverso, animais da linhagem C57B1, considerados
resistentes a infec¢do por Leishmania major, desenvolvem uma resposta tipo Thl CD4+ com
secregdo de IFNy, IL-2 e TNFJ; estes animais curam-se espontaneamente (Reed et al, 1986;
Liew, 1991, Andrade et al, 1984).

Apds contato entre os antigenos de Leishmania, presentes na superficie dos macrofagos e
os linfécitos T CD4+, estes sdo estimulados a secretar [IFNy, que juntamente com outras citocinas
elaboradas por macrofagos ou pelos proprios linfocitos T (por ex. IL-2, GM-CSF e TNFa) irdo
promover a ativagdo local de macrofago, tornando-os capazes de destruir as amastigotas. Estas
linfocinas agem como cofatores estimuladores de macrofagos e promovem um segundo sinal
para o IFNy, na induc@o da resisténcia a infecgdo mediada por 6xido nitrico derivado da L-
arginina (Locksley et al, 1987; Green et al, 1990)

Um modelo experimental idealizado por Liew (1991), utilizando cepas virulentas de L.
major (LV 39), mostrou que IFNy, TNFa e possivelmente outras citocinas, tais como fator de
inibicdo da migracdo de macréfago (MIF), apds ocuparem seus receptores na superficie das
células, ativam uma série de vias de sinaliza¢@o intracelular, que juntamente com outros emitidos
por co-estimuladores, tais como os lipopolissacarides, levam a indugdo da Oxido Nitrico
sintetase (NOS), que por sua vez promove a sintese de Oxido nitrico, um dos principais
mecanismo leishmanicida. Qutras citocinas, como a IL-3, IL-4, TGFf e possivelmente IL-10
emitem também uma série de sinais que funcionam numa dire¢io oposta (Barral-Netto et al,
1996).

Apesar da maioria dos estudos em modelo experimental de leishmaniose apontar no
sentido de uma imunidade protetora ligada & produgdo de IFNy por linfocitos Thl CD4+,
existem indicativos da participacdo de linfocitos T citotoxicos (Barral-Netto et al, 1996).

O modo de agdo dos linfocitos T citotoxicos CD8+ na leishmaniose permanece ainda
obscuro. Os linfocitos T CD8+ exercem efeito citotoxico diretamente sobre as células infectadas,
mas podem também produzir citocinas, como o IFNy, sugerindo assim a participagdo destas

células no mecanismo protetor multifacetario na leishmaniose (Chan, 1993).
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Os mecanismos que levam a indugdo ou expansdo preferencial do tipo de resposta
celular, tipo Th1l ou Th2, ndo estdo totalmente esclarecidos, embora existam evidéncias de que
varios fatores possam afeta-los durante a infecgdo: tipos de citocinas produzidas durante a fase
inicial da ativag@o celular, interagio com APC que pode preferencialmente apresentar tipos
distintos de complexos antigeno-moléculas CHP, influéncia de outros sinais co-estimulatorios e
expansdo diferencial de subpopulagdes de linfocitos T auxiliares (Locksley et al, 1987,
Mosmann & Moore, 1991). O conjunto de elementos assim disponiveis permite postular um
papel relevante da imunidade inata sobre o tipo predominante de resposta imune celular tardia.
Células ou componentes soliveis da imunidade inata [macréfagos (IL-12), células NK (IFNy),
célula T “natural” (IL-4)] fornecem instrugdes que capacitam a resposta imune de linfocitos T
selecionar peptidios e estratégias mais apropriadas a eliminagdo de agentes infecciosos (Fearon
& Locksley, 1996).

Varias tentativas tém sido feitas para identificar uma dicotomia correspondente a do
modelo experimental na resposta das células T CD4+ humanas frente a Leishmania, procurando
estabelecer sempre que possivel, uma correlagio entre o perfil de citocinas, a gravidade do dano
tissular e a subpopulagdo linfocitaria predominante no exsudato inflamatério (Kemp et al, 1996).

Apesar da dicotomia no modelo murino por L. major ja estar bem definida, o0 mesmo nio
se pode falar com relagdo a leishmaniose humana. Estudos com humanos no Brasil mostraram
um predominio do perfil de citocinas tipo Thl (IL-2, IFNy e LT) nos casos de LC, e perfil Th2
com predominio de IL-4 e pouca quantidade de IL-10 na forma LCD (Pirmez et al apud Barral-
Netto et al, 1995).

Pacientes com LV tém um elevado nivel sanguineo de IL-4; ademais, os mononucleados
sanguineos (PBMC) ndo proliferam nem produzem IFNy em resposta & estimulagfio antigénica
especifica in vitro (Kemp et al, 1996).

A falta de producdo de IFNy pelas PBMCs nos estagios iniciais da infecgdo por
L.donovani, permite prever a progressdo da infecgdo para uma forma evolutiva e grave de LV.
Por outro lado, individuos que produzem quantidade elevada de IFNy s3o geralmente
assintomaticos ou oligossintomaticos (infecc¢@o subclinica) (Kemp et al, 1996).

Estas e outras observagdes tém sugerido uma ativag@o diferencial de subpopulagées de
linfocitos T CD4+ em diferentes apresentagdes clinicas da infecgfo leishmaniotica. A analise por
RNAm para vérias citocinas tem sido feita em pacientes com LTA, demonstrando que RNAm
para IL-2, IFNy e TNFp sdo observados predominantemente em lesdes localizadas, ao passo que

RNAm para IL-4 predominava nas lesdes cutdneo-mucosas tardias (Caceres-Dittmar et al apud
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Barral-Netto et al, 1995).

Como ja referido acima, pouco se sabe sobre o papel dos linfocitos T citotoxicos na LTA.
Estas células estdo presentes tanto nas lesGes de pacientes com LC como na LCM, porém estdo
ausentes nas reagdes de hipersensibilidade tipo retardada induzida por antigeno de Leishmania,
sugerindo assim um papel destas células no dano tissular associado com estas formas clinicas
(Modly et al. apud Barral-Netto et al, 1995).

A IL-10 tem sido responsabilizada pela redug@o na expressdo de moléculas do CHP e,
consequentemente, na apresentagido de antigeno de Leishmania pelos macrofagos bem como na
producdo de citocinas por células Thl, cujo efeito se traduz numa agdo inibitoéria do sistema de

ativagdo macrofagico, fagocitose e morte intracelular de microrganismos (Mosmann & Moore,
1991).

.....

antigenos parasitarios pode ser devida ao bloqueio da ag8io do IFNy, pois o TGFB neutraliza os
efeitos leishmanicidas do IFNy em macrofagos infectados por Leishmania tanto em humano
como em modelo murino (Barral et al, 1996). Estudo realizado por Barral et al (1992)
demonstrou, através de imunomarcagdo para TGF em bidpsias cutineas de pacientes com LC e
LCM, uma grande produgdo de TGFf por fibroblastos e ocasionalmente por outras células
inflamatorias no sitio de lesgo, principalmente nos primeiros dois meses de desenvolvimento da
Ulcera cutdnea e da lesdo mucosa ativa. Todas estas observagdes apontam para um papel
fundamental do TGFp, produzido por macréfagos infectados, na persisténcia parasitaria,
mormente na fase inicial da infecgéo e na progressdo da doenga. O TGFp teria assim um papel
relevante no mecanismo de viruléncia da L.(V.) braziliensis e, consequentemente, no mecanismo
de evasdo parasitaria e no aumento da susceptibilidade a doenca (Barral et al, 1995).

Um estudo recente demonstrou uma maior expressdo de RNAm para TGFB em lesdes de
pacientes portadores de LC com mais de 4 (quatro) meses de doenga comparativamente a lesGes
mais precoces (Melby et al, 1994). Reiteramos, portanto, que a produgio local de TGFp esta
fortemente implicada na proliferagdo da Leishmania, e subseqiientemente, na progressio da
doenga.

Em varias patologias cutineas, os queratindcitos, que expressam moléculas de classe 11
do CHP, sdo capazes de processar o antigeno bruto e apresenta-lo a células T previamente
sensibilizadas, embora sejam fracos ativadores de células T quando em repouso (Moll, 1993). As
células T, uma vez ativadas, tornam-se aptas a produzir [FNy, que funciona como um sinal

estimulatorio para o aumento da expressio de antigenos classe 11 do CHP na superficie de
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queratinocitos. Estas células, além de funcionarem como APC, sdo capazes de produzir citocinas
que mantém a expansio clonal de linfocitos T ativados. Os queratindcitos tém sido observados
em lesdes de pacientes com LC/LCM, mas nio em lesdes de pacientes com LCD. O TGFf inibe
a express@o de classe II do CHM induzida pelo IFNy e pode igualmente estar implicado numa
menor indug@o de imunidade celular mediada por queratindcitos a nivel das lesGes causadas por
Leishmania (Barral et al, 1995).

O TNFo € uma potente citocina imunomoduladora e pré-inflamatéria que tem sido
implicada na patogénese de diversas doengas infecciosas e auto-imunes. Niveis plasmaticos
elevados de TNFa correlacionam-se positivamente com a gravidade e a mortalidade de doengas
como a malaria e a leishmaniose (Wilson et al, 1997). Estudos recentes tém descrito um
polimorfismo genético na posi¢do —308 do promotor de TNFa, mostrando que um raro alelo
desta citocina esta implicado nos fendmenos de auto-imunidade e alta produgdo de TNFa que
podem ser demonstradas na lepra lepromatosa, malaria e leishmaniose (Roy et al, 1997).
Contrariando o que ocorre na leishmaniose experimental, o TNFo pode estar presente em
elevados niveis no soro de pacientes com LC, podendo entfio associar-se com uma resposta

imune nio protetora tipo tolerogénica, muitas vezes implicado no agravamento de outras doengas

infecciosas (Da Cruz et al, 1996).

No soro de pacientes com LV (Barral-Netto et al, 1991) e LCD (Pisa et al, 1990), foram
observados titulos relativamente elevados de TNFa, ambos caracterizados por uma falha da
resposta imune mediada por clone de células T especificas anti-Leishmania. Entretanto,
pacientes com LC caracterizados por uma resposta imune bem modulada, mostraram niveis de
TNFa similares aos de individuos normais.

Na LC, o efeito protetor no hospedeiro mediado por TNFa, € capaz de prevenir o
desenvolvimento de lesdes. Este efeito pode estar associado & presenga de TNFom (TNFa
membranar), expresso nas superficies de macrofagos e linfocitos . Em pacientes com LC, uma
boa produgdo de TNFam juntamente com outras citocinas poderiam induzir mecanismos
envolvidos no processo de cura das lesdes. Por outro lado, uma liberagdo excessiva de TNFa.
soluvel poderia exercer efeitos deletérios como ocorre nos casos de pacientes com LCM (Da
Cruz et al, 1996).

De um modo geral, a indugdo preferencial de um tipo de resposta, Th1l ou Th2, dependera
do tipo de APC ou classe II do CHP, bem como do conjunto de citocinas apresentadas durante a
maturagdo de precursores de células T CD4+. As citocinas podem influenciar, entdo, a

sobrevivéncia inicial de Leishmania dentro do macréfago e determinar por dltimo, um curso
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dirigido & resisténcia ou susceptibilidade em relagdo ao desfecho da infecgdo por Leishmania

dermotrépica (Kemp et al, 1996).
1.6. Patogénese da LTA

A ocorréncia de leishmaniose clinicamente evidente estd na dependéncia do tipo do
parasito, da resisténcia natural do hospedeiro e da resposta imunocelular induzida pelo parasito,
que representa a resisténcia adquirida (Barral-Netto et al, 1986).

Para a infecglio se instalar no hospedeiro susceptivel é necessaria a endocitose das
promastigotas pelo macréfago (células-alvo), que é precedida do contato intercelular, o qual
pode envolver qualquer segmento da superficie do corpo do parasito (Chang, 1979).

Uma vez fagocitada pelos macrofagos, a Leishmania sp pode ser processada e
apresentada as células T imunocompetentes sob a forma de polipeptideos antigénicos (epitopos
antigénicos) na superficie de macrofagos apresentadores de antigeno em associagdo com
antigenos de clase II do complexo de histocompatibilidade principal (CHP). Estes complexos
funcionam como estimulo para a proliferacio de linfocitos T ou linfocitos B (neste caso, em
interago com imunoglobulinas de superficie), que uma vez ativados dardo inicio as respostas
imunocelular e humoral. Existe, ainda, a possibilidade destes macrofagos tornarem-se
Susceptiveis a destruigdo por intermédio da agdo dos linfocitos T citotoxicos (neste caso,
antigeno parasitario associado a moléculas de classe I do CHP) ou por mecanismo de
citotoxicidade dependente de anticorpo e mediado por leucdcitos ndo linfocitarios (Bryceson,
1970).

A capacidade inata ou adquirida do macréfago em destruir parasitos intracelulares parece
estritamente relacionada com a eliminagdo ou controle da leishmaniose. A hip6tese atualmente
aceita é que a ativagdo de macrofagos via IFNy, mediada por linfocitos T auxiliares CD4+, seja o
principal mecanismo protetor que se estabelece contra a infecgdo (Locksley et al, 1987; Green et
al, 1990) |

A interag@o linfocito/macréfago parasitado também pode ser vista tanto nas lesdes ativas
como naquelas em regressdo. O macrofago frequentemente aparece lisado por conta da agdo
litica do linfocito T citotoxico/citolitico (CD8+), através de mecanismos dependentes de
grénulos liberadores de granulisina. Por outro lado, o contato com o linfocito T aumenta a agdo
leishmanicida intracelular do macrofago parasitado (Panossian et al, 1984).

Segundo Bittencourt & Andrade (1967), existiria mais de um mecanismo de combate aos
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parasitos: na fase inicial da doenga, a maioria das formas amastigotas seria eliminada junto com
o material necrético através da tlcera; numa fase posterior ocorreria a degradag@o dos parasitos
remanescentes a nivel intracelular, o que precederia a resolugéo e cura da leso.

Ademais, tem-se observado que na forma de doenga em que o nimero de parasitos era
restrito, a lise dos macrofagos ocorria em presenga de amastigotas extracelulares. Entretanto, isto
ndo fora observado nos casos em que os parasitos eram livremente tolerados. Estas relagGes
sugeriam, na €poca, que os mecanismos béasicos da doenga dependeriam da toxicidade e da
imunogenicidade dos antigenos do parasito. Parasitos bem “tolerados” poderiam alcangar niveis
tissulares consideraveis. No caso de uma resposta imune efetora efetiva, um moderado nimero
de parasitos seria necessario e suficiente para provocar uma necrose imunologicamente induzida
(tipo hipersensibilidade) de macréfagos infectados, seguindo-se de cura. Por outro lado, cepas de
parasitos consideradas presumivelmente mais toxicas e pobremente “toleradas” pelo hospedeiro,
ndo alcangariam grande densidade, mas mesmo assim seriam capazes de desencadear ulceragdes
cutineas com necrose de macrofagos e dano tissular. A destrui¢do de amastigotas extracelulares
acompanhar-se-ia de alteragdes secundarias do colageno ou tecido conjuntivo do derma, as quais
poderiam ou ndo ser imunologicamente induzidas (Ridley, 1980).

A eliminagdo da Leishmania pode ser representada por 2 tipos de resposta
imunohistolégica; morte oxidativa intracelular através da ativagdo de macrofagos ou morte
através da lise de macrofagos infectados. A lise, por sua vez, afeta células parasitadas isoladas ou
em pequenos grupos. ApoOs a erradicagdo das amastigotas, cada resposta evolui para um fraco
granuloma tuberculdide, que pode ser observado em um menor nimero de casos (Ridley &
Wells, 1986).

Analise imunopatologica tem sido realizada em pacientes com LC/LCM na regido de
Trés Bragos, Bahia, revelando a presenga de uma infiltragio histolinfoplasmocitéaria prevalente
na maioria dos casos associada & reagdo fibrindide, a qual parecia desempenhar o papel de
exsudagio inflamatoria inespecifica como resposta a presenga de um irritante tecidual tais como
parasitos extracelulares ou complexos antigeno-anticorpo ou ambos (Magalhdes et al, 1986a).
Nos casos de LCM, entretanto, ndo se pode afastar a possibilidade de que esse infiltrado
estivesse participando de uma reagio do tipo auto-imune (tipo infiltrativo, litico com auséncia de
parasito). O plasmocito, quando presente nas lesGes residuais, era indicador forte de tendéncia a
recidiva. Os mastocitos estavam em numero significativamente maior no local onde os
fendmenos necroticos erarh bem mais proeminentes. Os eosinofilos estavam fortemente

associados com mastécitos, confirmando assim a existéncia de um eixo bidirecional no qual
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estes dois tipos celulares participariam da modulagdo com a reagdo inflamatéria dérmica na LC
em fase evolutiva inicial (Magalh3es et al, 1986a). A presenga de granuloma desorganizado foi
interpretada como sendo de origem pds-necrotica, surgindo apos a redugdo da carga parasitaria
local propiciada pelo fendmeno necrético de hipersensibilidade. O granuloma organizado foi
caracterizado como granuloma epitelidide, que podia surgir em dois grupos de pacientes. Nos
pacientes jovens com doenga de curta duragdo e com IDRM+, mas nido exacerbado, este tipo de
granuloma seria a expressdo da hipersensibilidade granulomatosa especifica, originalmente
descrita por Epstein (1977). No outro grupo havia em todos IDRM fortemente positivo,
exacerbado. Nestes casos, a hipersensibilidade granulomatosa associada & imunidade celular
amplificar-se-ia por sequiestro de antigeno parasitario, o que reforgaria o processo granulomatoso
por reverberagdo do estimulo antigénico e provavel recrutamento e ativagdo de um maior
contingente de células apresentadoras de antigeno (APC). Tal via imunoregulatéria de
amplificac@o tornaria o tratamento mais dificil € com pior progndstico (Magalhdes et al, 1986b),
pois prenunciaria um maior indice de recidivas e, conseqiientemente, complicagdes tardias sob a
forma de mutilagido de mucosa nasal e de orofaringe.

Moraes et al (1993) suspeitaram que os agentes da LC/LCM, apOs penetrarem no
organismo hospedeiro, poderiam alojar-se em 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear (SFM),
permanecendo nestes durante muito tempo ou talvez por toda a vida do individuo.
Eventualmente, sob a agfo de fatores diversos, capazes de afetar a resisténcia do hospedeiro, as
amastigotas poderiam migrar para a pele ou mucosas, determinando lesdes secundarias
metastaticas ou de reativagio.

Embora pouco se saiba sobre a imunopatologia da forma progressiva e destrutiva da
LCM, algumas das possiveis causas da resposta hiperérgica sio: 1- resisténcia por “escape” e
maior viruléncia de algumas cepas de Leishmania, e assim, a persisténcia de antigenos
“alérgicos”(superantigenos?) que evocam a resposta inflamatoria de hipersensibilidade através
da mediag8io de varias familias de receptores linfocitarios T; 2- fendmeno auto-imunitario
relacionado com reagdes cruzadas entre antigenos de Leishmania e peptideos do hospedeiro
(Grimaldi & Tesh, 1993). O polo extremo do espectro imunopatoldgico pode ser representado
pela forma dita leishmaniose “recidivans” ou forma lupéide.

Uma visdo distinta sobre a imunopatologia da LCD foi defendida por Bittencourt &
Freitas (1983) que observaram aspectos ultra-estruturais reveladores de uma resposta a mediagio
celular: lise de macréfagés albergando amastigotas de Leishmania, contato direto entre

macrofagos parasitados e linfocitos, infiltrado linfocitario e fibrose. Assim, eles sugerem existir
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na LCD uma limitada resposta imune-celular, insuficiente para controlar a infecgdo.

Varios fatores podem estar envolvidos na patogénese da LC, dentre eles o tipo de
resposta imune do hospedeiro frente a parasitos e a seus produtos. Comparando a resposta do
linfonodo com a resposta na pele, observa-se a resposta ocorre de modo diferenciado nos dois
sitios. No primeiro parece ocorrer aparentemente um controle da infecgdo, num espago de tempo
relativamente curto, isto €, em 80% dos pacientes que desenvolvem linfadenopatia ocorre
resolugdo da adenomegalia antes do estabelecimento da terapéutica, levando em média 5
semanas. J4 com a lesdo na pele, a histéria natural da LC tem demonstrado um curso mais lento,
levando a cura num prazo de 5 anos (Herwaldt et al, 1992).

Nesse sentido, o estudo do tipo de resposta que se desenvolve no linfonodo parece ser de

fundamental importancia para melhor comprender a patogénese da leishmaniose cutédnea
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Estudar a patogénese da linfadenopatia causada por Leishmania (Viannia) braziliensis.
2.2 Especificos
2.2.1 Descrever as alteragGes histologicas observadas em linfonodos regionais de pacientes com
linfadenopatia leishmaniotica,
2.2.2 Caracterizar in situ algumas sub-populacdes celulares (linfocitos T CD4+, linfocitos T
memoria e macrofagos) prevalentes na linfadenopatia leishmaniética,
2.2.3 Avaliar in situ as citocinas inflamatorias (TNFa e TGFp);

2.2.4 Avaliar a carga antigénica in sifu;

2.2.5 Correlacionar os achados clinicos, morfolégicos e imunohistoquimicos na linfadenopatia

leishmaniobtica



33

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Critério de sele¢ido dos pacientes

Utilizamos um total de 26 biopsias de linfonodos processadas no Departamento de
Patologia e Medicina Legal (DPML) da Faculdade de Medicina da UFC no periodo de 1987-
1990. As amostras foram obtidas de pacientes com LC provenientes do Hospital Sdo José e
Hospital Universitario Walter Cantidio.

Foram incluidos no estudo somente os pacientes que tiveram o diagnostico de
leishmaniose tegumentar comprovado parasitologicamente, quer através da cultura (do linfonodo
ou da pele da lesdo) ou atrives da demonstracdo de amastigotas de Leishmania no exame
histopatoldgico ou em “inprints” de material de bidpsia.

As cepas obtidas por isolamento a partir de meio de cultura NNN foram todas
identificadas como L.(V.) braziliensis através de métodos isoenzimaticos e por anticorpos

monoclonais (Vasconcelos, 1996).
3.2- Estudo histopatologico

As amostras de linfonodos foram fixadas em Lavdowsky (formol/etanol/acido
acético/agua), processadas e incluidas em parafina. O material foi cortado em secgdes de
espessura de 5-6 um e corado pela hematoxilina-eosina. As colora¢gdes de Wade e Grocott foram
também realizadas para a pesquisa de micobactérias e fungos, respectivamente.

O estudo histopatologico foi realizado nas 26 amostras, sendo feito entdo levantamento

sistematico das alteragdes microscopicas observadas.
3.3- Estudo imunohistoquimico

Para o estudo imunohistoquimico foram analisadas 11 amostras que foram incluidas em
parafina, cortadas em micrétomo com 5-6um de espessura, aderidas em lidminas previamente
preparadas com Poly-L-Lisina (SIGMA) e processadas pela técnica da imunoperoxidase
utilizando o sistema biotina-avidina (Guesdon et al, 1979).

Os anticorpos monoclonais utilizados como marcadores das populagdes e subpopulagdes

celulares foram os seguintes: macrofagos: CD68, clone PG-M1 (Catalogo N° M 876, Dako
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Corp., Carpinteria, California, EUA); linfocitos T meméria: CD45R0O, clone UCHL1 OPD4
(Catalogo N° M 0834, Dako Corp., Carpinteria, California, EUA); linfécito T CD4+: CD45RO,
clone OPD4 (Catalogo N° M 742, Dako Corp., Carpinteria, Califérnia, EUA).

As citocinas foram marcadas utilizando-se os seguintes anticorpos policlonais: anti-Fator
de Necrose Tumoral alpha (anti-TNFa) humana (Catalogo IP-300, Dako Corp., Carpinteria,
California, EUA); anti- Fator de Transformac¢do do Crescimento beta (anti-TGFB): SANTA
CRUZ BIOTECHNOLOGY.

O antigeno de Leishmania foi marcado pelo anticorpo policlonal anti-Leishmania,
produzido em coelho (LIMC- FIOCRUZ-BA).

Para a deteccdo destes marcadores, secgOes das amostras foram desparafinizadas em
xilol, acetona e alcool, e posteriormente, hidratadas em alcool 70%, 50% e 30%, agua corrente e
agua destilada, e lavadas com solugdo salina tamponada PBS pH 7,4. Apds a hidratagdo, os
cortes foram incubados com tripsina 0,1% em PBS-BSA 2% por 30 minutos nos casos dos
anticorpos para TNFa, TGFP e macrofagos. As ligagdes inespecificas dos marcadores de
citocinas (TNFa e TGFf) e antigeno de Leishmania foram bloqueadas com o soro de cabra 10%
em PBS pH 7,4, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para os marcadores das
subpopulagdes celulares foi utilizado leite molico a 10% em PBS pH 7,4, sendo todos incubados
por 30 minutos a temperatura de 37° C. Prosseguiu-se, entdo, com a incubagdo dos anticorpos
monoclonais nas seguintes dilui¢des: CD45RO, clone OPD4 - 1:100; CD45RO, clone UCHL1 —
1:200; CD68 - 1:25 e os policlonais anti-TNFa - 1:250; anti-TGF - 1:200; e anti-Leishmania -
1:1500, sendo todos incubados em cdmara umida pelo minimo de 12 horas (pernoite) a
temperatura de 4°C. Decorrido o tempo de incubagdo dos anticorpos primarios, os cortes foram
lavados em PBS-BSA 2% e incubados com os anticorpos secundarios biotinilados [anti-IgG de
coelho, produzidos em cabras (VECTOR)] usados na dilui¢do de 1:800, no caso das citocinas e
antigeno de Leishmania, em se tratando das populagdes celulares usamos os anticorpos
secundarios biotinilados [(anti-IgG de camundongo, produzidos em cavalos (VECTOR)] na
diluigdo de 1:800, durante 45 minutos a temperatura de 37°C. Em seguida, os cortes foram
lavados em tampao PBS pH 7,4, sendo entdo feito o bloqueio da peroxidase endégena utilizando
o metanol a 3% em agua oxigenada por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os
cortes foram novamente lavados em tampdo PBS pH 7,4 e incubados com o complexo avidina-
biotina (VECTOR), da seguinte forma: 1pl de avidina mais 1 pl de biotina em 50ul de PBS pH
7,4, durante 30 minutos a temperatura de 37°C. Para a revelagio da reagdo formada pelo sistema

avidina-biotina, utilizamos o cromégeno 3,3’ diaminobenzidina (DAB, Img/ml) diluido na
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propor¢do de 250mg/10ml em &gua destilada e posteriormente ativada pelo perdxido de
hidrogénio a 0,4% preparado no momento da reagdo, da seguinte forma: 2 ul de tampao PBS pH
7,4 mais 48ul de solugdo estoque de DAB mais 2 ul de peroxido de hidrogénio 4%. Os cortes,
entdo, foram incubados em ambiente escuro por 2 minutos. Apds revelagdo, os cortes foram
mergulhados em 4gua corrente e agua destilada e contra-corados com a hematoxilina de Harris,
filtrada através de banhos rapidos. Posteriormente, os cortes foram lavados em 4gua corrente por
5 minutos, desidratados e montados com balsamo do Canada.

Deve-se ressaltar que, para cada reagdo, utilizamos controles positivos de pele infectada
com Leishmania (para marcar material antigénico), amigdala normal e linfonodos reativos (para
marcar as populagdes, subpopulagdes celulares e citocinas). Como controles negativos,
procedeu-se a substitui¢@o do anticorpo primario por soro ndo-imune.

A quantificagdo das sub-populagdes celulares e de células com Ag de Leishmania foi
feita utilizando um reticulo padrio de pontos, segundo o método de AHERNE modificado
(Aherne, 1967). A contagem das células marcadas foi feita de acordo com a sua localizagdo entre
as linhas do reticulo e nio através das células que coincidiam com os pontos do reticulo, como
descrita no método original. A leitura foi feita através da contagem de 10 (dez) campos
aleatorios, correspondendo a 10 (dez) areas do reticulo, com a objetiva de 40X, estimando-se o
percentual de células marcadas em relagdo ao total de células contadas.

As citocinas TNFa, TGFf foram quantificadas usando escores de 0 a 4, em que o 0
correspondia a auséncia de marcagio; 1, até 25 células marcadas; 2, até 50 células marcadas; 3,
até 75 células marcadas; 4, até 100 células marcadas. Foram contados 20 campos aleatorios,
através da modificagdo do método de AHERNE, estimando-se o indice através da seguinte
formula: X frequéncias (0-20 campos) x intensidade da variavel em questdo (0-4+) calculado em
termos de indice relativo: indice da variavel em questdo/indice maximo, que significava a

frequéncia maxima (20 campos) x intensidade maxima (4+) X 100.
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3.4- Analise Estatistica:

A comparacdo entre as frequéncias de amostras qualitativas foi realizada pelo teste nio
paramétrico do Qui-Quadrado para amostras ndo pareadas (x?). A correlagio entre varidveis

quantitativas foi analisada pelo coeficiente de Pearson (1).
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Foram estudados 26 pacientes com LC apresentando linfadenopatia como uma

manifestacdo importante da doenga. Todos os pacientes foram provenientes do Hospital Sdo José

ou do Hospital Universitario Walter Cantidio.

A idade dos pacientes variou de 9 a 50 anos, sendo 23 do sexo masculino e apenas 3 do

sexo feminino.

Os linfonodos eram clinicamente palpaveis, com tamanho variando de 20 a 120

milimetros de didmetro, localizados na area de drenagem da lesdo cuténea, mais frequentemente

na regido femural (62%), sendo que 3 pacientes nZo tinham ainda apresentado lesdo cutanea até

o momento da avaliagdo. O tempo de evolugdo da linfadenopatia variou de 1 a 20 semanas

(TAB. 1).
TABELA 1: Dados clinicos e laboratoriais de 26 pacientes com linfadenopatia
leishmaniética
Paciente Linfonodo Lesdo
N’ Idade Sexo Localizacio | Tamanho | Duragio | Tamanhoe | IDRM
_(mm) (sem.) (mm) (mm)
1 50 M Inguinal 25 9 10 ND
2 38 M Femural 70 6 15 6
3 24 M Femural 120 7 5 ND
4 50 M Axilar 22 1 8 ND
S 15 M Femural ND 18 0 9
6 25 M Axilar 25 8 10 0
7 18 M Femural ND 20 20 ND
8 ND* M ND ND ND ND ND
9 15 M Femural ND 14 5 3
10 16 M ND ND 2 ND 0
11 26 M Femural ND 4 ND 0
12 15 M Femural ND 6 ND ND
13 17 M Femural 80 4 5 18
14 15 M Femural 30 8 20 12
15 45 M Femural 50 6 0 11
16 17 M Femural 50 6 ND 10
17 9 F Femural 30 12 25 25
18 13 F Cervical 40 8 10 13
19 9 M Axilar 25 2 2 4
20 12 M Femural 65 6 6 8
21 14 F Epitroclear 90 8 10 27
22 40 M Femural 30 15 40 14
23 41 M Femural 40 4 0 20
24 ND M supraclavic. ND 3 ND 5
25 ND M ND ND 8 ND ND
26 19 M Femural 50 16 45 35

*ND - dados ndo disponiveis
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4.2 Analise histolégica

O quadro que mais chamou aten¢Bo nos pacientes com LC, que desenvolveram
linfadenopatia como um dos primeiros sinais da doenga, foi o de uma linfadenite cronica,
observada em 96% dos pacientes estudados. Somente um paciente ndo apresentava linfadenite,
observando-se apenas uma hiperplasia reacional intensa, associada a discreta perilinfadenite.
Este paciente encontrava-se com sete semanas de evolugdo (ANEXO 1)

A linfadenite cronica caracterizou-se pela exsudagéo histiocitaria, que variou de discreta
a intensa, com histiocitos distribuidos difusamente ou em focos, quer como células isoladas, ou
em grupamentos, de tamanho variado, chegando & formag8o de granulomas. A linfadenite
granulomatosa ocorreu em 23 (92%) dos linfonodos, predominando os com intendidade
moderada ou acentuada, 17 (68%) (FIG. 1; FIG. 2A, 2B). Os granulomas se distribuiam
difusamente através do parénquima, as vezes circundando os foliculos linféides, ou ao longo dos
seios linfaticos. Por vezes se confluiam, formando nodulos de tamanhos variaveis com poucas
células gigantes (40 %), tanto do tipo Langhans como de corpo estranho. As células gigantes

foram predominantemente observadas no periodo com mais de 7 semanas (p=0,001) (TAB. 5).

100
R 754 68%
S o
Q e
@ 504 i s
= i
s ) |
£ 24% A
L. 254 = ,'.':,5:,-,';'
o -lf
8% S S
o EEEEm
aus. leve mod.-acent.
Intensidade

FIGURA 1 : Frequéncia de granuloma na linfadenite leishmaniotica

Na linfadenite granulomatosa foram observados dois tipos de granulomas: ndo-
organizados e organizados. Os primeiros predominaram nas sete primeiras semanas de evolugéo,
diminuindo de frequéncia apds este periodo, enquanto que os granulomas organizados eram mais

frequentes apos a 7° semana (FIG. 3). Além disso, houve uma associagdo positiva entre IDRM e
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presenca de granulomas organizados, embora ndo tenham sido estatisticamente significantes,
provavelmente pelo tamanho da amostra.

Os dois linfonodos que nfo tinham granulomas estavam com 4 e 9 semanas de evolugdo e
apresentavam linfadenite cronica intensa, caracterizada por exsudaggio histiocitaria e histiocitose

sinusal intensas, associadas a extensa necrose (ANEXO 1).
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FIGURA 3: Frequéncia de diferentes tipos de granulomas na linfadenite

leishmaniotica

A linfadenite estendia-se além da capsula, comprometendo o tecido conjuntivo
subjacente, sendo observada em 96% dos casos. O infiltrado inflamatério variou de discreto a
intenso, por vezes comprometendo toda a regifio, englobando varios linfonodos da cadeia
linfatica acometida. Em seis pacientes (25%) foram observados granulomas no infiltrado
inflamatorio perilinfonodal. Apds a 7° semana verificou-se uma redugdo na frequéncia da
perilinfadenite.

Um outro achado importante foi a necrose, ocorrendo em 15/25 (60%) dos casos, muitas
vezes, localizada no interior dos granulomas e acometendo extensas areas do parénquima

envolvendo tanto a zona cortical como a medular (FIG. 4; FIG. 5A).
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FIGURA 4: Frequéncia de necrose na linfadenite leishmaniética
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Observou-se necrose caseosa em 40% dos linfonodos, lembrando o quadro da linfadenite

tuberculosa; outras vezes a necrose era do tipo fibrindide 4/15 (27%), ocorrendo

simultaneamente os dois tipos de necrose em 5 casos (33%) (TAB. 2).

Tabela 2: Tipos de morte celular na linfadenopatia leishmaniética

Morte celular

Necrose
Caseosa Fibrindide Caseosa/Fibrinoide Apoptose
Pres. % Pres. % Pres. % Pres. %
Frequéncia| 6 40 4 27 5 33 22 88

A apoptose, outro tipo de morte celular, foi observada em 88% dos casos, tendo sido

identificada histologicamente pelo achado de corpos apoptoticos, ocorrendo em grandes focos

nas areas de histiocitose ou de células isoladas no centro germinativo dos foliculos linféides. Foi

vista com maior frequéncia nas sete primeiras semanas de evolugdo (TAB.3, FIG. 6; FIG. 7A,

7B).



43

TABELA 3: Evolucio dos tipos de morte celular na linfadenopatia leishmaniética

Tempo de Evolucio
Tipos de morte celular <7 semanas >7 semanas
Apoptose 11 (100%) 10 (77%)
Necrose 7 (64%) 7 (54%)

Um aspecto particular da linfadenite leishmaniotica foi a histiocitose, que assumiu
caracteristicas peculiares. Ela comprometia os seios linfaticos de modo intenso e difuso em 96%
dos casos, por vezes dilatando-os, obliterando-os e formando verdadeiras faixas histiocitarias
com consequente distorgdo da arquitetura do linfonodo (TAB. 4, FIG. 8A). Apoptose isolada ou
associada a necrose caseosa era frequentemente observada, acometendo extensas éreas da

histiocitose (FIG. 8A).
Verificou-se uma correlagio inversa entre a intensidade da histiocitose e o tamanho da

IDRM.
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FIGURA 6: Frequéncia e intensidade da apoptose na linfadenopatia leishmaniética.



TABELA 4: Frequéncia de histiocitose sinusal na linfadenopatia leishmaniética

Histiocitose
Focal Difusa Total de Histiocitose
Sinusal
Aus Pres Aus Pres No %
21 5 6 20 24 96

A plasmocitose variou de discreta a intensa, estando presente em 25/26 (96%) dos

linfonodos, 46% dos casos apresentaram plasmocitose intensa, sendo verificada com menor

frequéncia nos linfonodos com maior tempo de evolugdo (TAB. 5). Observou-se uma associago

positiva entre a intensidade da plasmocitose e o tamanho da IDRM (p=0,04).

Os neutrofilos eram raros e presentes em 27% dos casos, enquanto que os eosinofilos

foram observados em 35% deles, aumentando de frequéncia a partir da sétima semana, embora

esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante (TAB. 5).

.TABELA 5: Frequéncia das células inflamatérias nos dois periodos de tempo analisados na

linfadenopatia leishmaniética

Tipos de células Tempo de Evoluciio
do exsudato <7 semanas >7 semanas
Plasmocitos 11 (100%) 12 (92%)
Histiocitose parenquimal 11 (100%) 13 (100%)
Neutrofilos 2 (18%) 4 (31%)
Gigantécitos 1 (9%) 10 (77%)*
Eosinofilos 3 (27%) 6 (46%)

* p <0,05
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Observou-se fibrose em 77% dos' casos estudados. Dentre os linfonodos que tinham
fibrose, 35% apresentavam-na de intensidade moderada a acentuada, dispondo-se focalmente
subjacente & capsula, ou de modo difuso septando areas do parénquimas (FIG. 9; FIG. 10A, 10B.
Um linfonodo com 16 semanas de evolugio apresentava escassos granulomas, sendo dois deles
completamente fibrosados. A fibrose ocorreu com maior frequéncia nas sete primeiras semanas
de evolugdo (TAB. 6) e era de maior intensidade nos pacientes que apresentavam IDRM mais

reativa (p = 0,05).

TABELA 6: Evolu¢do da linfadenite na leishmaniose cutinea.

Tempo de Evolucio
<7 semanas >7 semanas
Linfadenite 11/11 (100%) 13/13 (100%)
Perilinfadenite 10/10 (100%) 12/13 (92%)
Fibrose 10/11 (91%) 9/13 (69%)
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FIGURA 9: Frequéncia de fibrose na linfadenopatia leishmaniética

Todos os linfonodos apresentavam estado rteacional associado & linfadenite,
predominando histiocitose sinusal e hiperplasia paracortical (96%), ambas foram observadas de
modo mais intenso apds a 7* semana. A histiocitose sinusal foi intensa em 21/26 (81%) dos
linfonodos. Hiperplasia folicular foi observada menos frequentemente a partir da 7° semana

(p <0,05) (TAB. 7, TAB. 8).
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TABELA 7: Linfadenopatia leishmaniética: ocorréncia e tipos de hiperplasia reacional

Hiperplasia reacional

Hiperplasia Hiperplasia Histiocitose
folicular Paracortical Sinusal
Pres % Pres. % Pres. %
18 69 25 96 25 96

TABELA 8: Evolucio dos tipos de estado reacional na linfadenopatia leishmaniética

Tipos de estado reacional Tempo de Evolucio

<7 semanas >7 semanas
Hiperplasia paracortical 11 (100%) 13 (100%)
Histiocitose sinusal 10 (91%) 13 (100%)
Hiperplasia folicular 10 (91%) 7 (54%)*
*p <0,05

Para fazer o diagnostico diferencial com tuberculose e micoses, todas as ldminas foram
avaliadas nas coloragdes de Wade e Grocott, nio sendo encontrado nenhum dos dois

microorganismos nas amostras analisadas.



FIGURA 2A Linfadenite leishmanidtica rica em FIGURAZB- Destaque para o granuloma organizado
granulomas (10X) na linfadenite leishmanidtica (detalhe da figura 2A)
(40X)

e - ety HGLE T
FIGURA SA Extensa area de necrose caseosa no FIGURAGB Marcagéo de TNFa na interface do
centro de granulomas confluentes (10X) granuloma com area de necrose (10X)

= o -

FIGURA7A Intensa apoptose em é4rea de FIGURA7B Destaque para os corpos apoptéticos
histiocitose (40X) fagocitados por células mononucleares em area de

histiocitose (detalhe da fig - 7A. ) (100X)
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FIGURA 8Alntensa histiocitose alargando e
obliterando o seio subcapsular, com faixa de
necrose (10X)

FIGURASB Exsudag#o histiocitaria com células
isoladas e granuloma ndo organizado (40X)
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FIGURA10AArea de fibrose acometendo a cortical FIGURA10OBProliferagdo de capilares com discreta
subjacente a cépsula (10X) deposicdo de colageno (detalhe da figr 10A ) (40X)

FIGURAL 2AMarcagédo de membrana de linfocitos FIGURA 2BMarcagéo de produtos de degradagéio
T CD4+ ativados (CD45RO) (100X) de Leishmania no interior de células epitelidides

(100X)
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4.2 Anilise imunohistoquimica

Analisando o perfil imunocelular que constituiu o quadro da linfadenite
leishmaniética, observou-se uma grande dispersdo na frequéncia de LT auxiliar, LT memoria
e macrofagos (FIG. 11a), chamando atengdo a frequéncia de LT memoria, com uma média de
35 + 15.3%, correspondendo a 84% da populagéio de LT auxiliar (LTh) (FIG. 12; ANEXO 2).
Outro aspecto importante foi 0 aumento da populagio de macrofagos, ja descrito previamente
nos aspectos morfologicos. Chamou atengfio o aumento da frequéncia de LT memoéria
(LTmem.) observada nos linfonodos com mais de sete semanas de evolugfo, chegando a ser
1,4 vezes maior que a verificada nas sete primeiras semanas (FIG. 11b), embora ndo tivesse

sido estatisticamente significante, possivelmente pelo tamanho da amostra.
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FIGURA 11: Frequéncia das sub-populagdes celulares na linfadenopatia leishmaniética:

a) em todos os linfonodos avaliados; b) nos linfonodos mais ou menos sete semanas.

O TNFa foi observado no interior de macrofagos, linfocitos e parede vascular,
aparecendo de modo proeminente na interface do granuloma com a necrose (Fig. 5B).
Comparando o indice relativo de TNFou nos linfonodos, antes ¢ apds a sétima semana de
evolugiio, verificou-se que nos tltimos, 0 TNFo aumentou 1,9 vezes em relagdo ao das sete
primeiras semanas (P = 0,03) (FIG. 13).

O TGFpB foi observado no interior de macréfagos e membrana de linfocitos,
distribuindo-se difusamente no parénquima do linfonodo, nfio havendo diferenca significativa

entre os dois periodos da evolugdo (FIG. 13).
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O antigeno de Leishmania foi detectado como amastigotas ou com fina marcagéio no

citoplasma de macrofagos. Em quatro linfonodos observou-se antigeno de Leishmania

adsorvido no endotélio de vénulas pés-capilares, conjuntivo e em areas de necrose no interior
de granulomas (FIG. 14).
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FIGURA 13:

Expressio de TNFa, TGFp e Ag. Leishmania na
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linfadenopatia

leishmanidtica: a) em todos os linfonodos; b) antes e apds a sétima semana de evolugio.
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5 DISCUSSAO

Comprometimento de linfonodos na LC tem sido relatado, tanto no velho mundo (Bell
et al, 1958; Daneshbod, 1978; Azadeh, 1985; Kumar et al, 1987) como nas Américas (Berger
et al, 1985; Barral et al, 1992; Moraes et al, 1993; Sousa et al, 1995). Estes estudos fazem
relatos que ressaltam em parte os aspectos clinicos e imunologicos dos casos permanecendo,
ainda, muitos aspectos da patogénese desta entidade obscuros.

O presente estudo, embora apresentando as limitagdes de um estudo transversal e com
uma casuistica pequena, traz elementos que corroboram dados da literatura, bem como
subsidios que podem servir de base para novas investigagdes.

A caracteristica basica desta linfadenopatia € o desenvolvimento de um quadro de
intensa linfadenite cronica, predominantemente granulomatosa, acompanhada de necrose
caseosa e/ou fibrindide. Embora a casuistica avaliada seja reduzida, foram detectados pelo
menos trés tipos distintos de resposta: linfadenite cronica ndo granulomatosa, a granulomatosa
e, hiperplasia reacional, todos elas associadas a perilinfadenite.

O quadro histologico da linfadenite ndo granulomatosa dos casos estudados
correspondeu a uma histiocitose intensa, com grande nimero de células em apoptose e
necrose caseosa ou fibrindide, tendo sido observado alguns gigantdcitos. E possivel que este
quadro possa representar uma etapa inicial na formagdo do granuloma epitelidide, ou uma
resposta imune celular frustra.

Analisando a evolugéo da linfadenopatia na LC, Sousa et al (1995) observaram que em
80% dos pacientes a adenomegalia desaparecia antes do inicio do tratamento, indicando o
aspecto auto-limitado da reagdo no linfonodo, bem como o controle da infecgdo neste sitio.
Estes autores referiram também, numa fragdo ndo negligenciavel dos pacientes com LC um
quadro de doenga sistémica caracterizado por febre, perda de peso e discreta
hepatoesplenomegalia, o que suscitou a hipotese de uma disseminagio linfo-hematogénica da
L.(V.) braziliensis. Os autores obtiveram sucesso, em uma unica ocasido, no isolamento de
L.(V.) braziliensis por semeadura do “buffy coat” em meio NNN. Nio é tido como
improvavel que o primeiro acestamento a distancia, a nivel de mucosa nasal ou de orofaringe,
da Leishmania, se faga durante este breve periodo inicial de disseminagdo hematogénica do
parasito. E plausivel se admitir também que os pacientes que se apresentam somente com

linfadenopatia leishmanidtica, possam representar uma forma subclinica da LC, associada
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com o controle natural da infec¢io e obviamente a cura do paciente com imunizago
duradoura sem a necessidade de tratamento especifico (Barral et al, 1995).

Como observado por Ridley (1979a) e Magalhées et al. (1986a), o controle da infec¢éo
parece ser mediado pelo granuloma maduro ou imune com ativagdo de macréfagos por
citocinas e producio de radicais livres derivados da reducdo do oxigénio e da L-arginina
(6xido nitrico) (Ridley & Wells, 1986; Liew, 1991; Gross et al, 1992). Pudemos observar em
nosso material que os granulomas pareciam surgir em presenca de antigeno de Leishmania
(dados estatisticamente ndo significativos), tornando-se cada vez mais organizados e capazes
de conter a proliferacdo da Leishmania. Um dos pacientes (ndo incluido no estudo), foi
diagnosticado inicialmente com doenga de Hodgking, tendo mesmo iniciado a quimioterapia
anti-tumoral. Este paciente apés 32 semanas de evolugdo, apresentou em bidpsia para
avaliac@o do tratamento, um quadro importante de histiocitose sinusal e parenquimal difusas,
com extensas areas de necrose fibrindide e discreta apoptose, porém sem formacgdo de
granuloma, e consequentemente sem controle da infecgdo. A recuperagdo € a cura na
leishmaniose cutdnea estdo fortemente associadas ao desenvolvimento de uma resposta imune
efetora mediada por linfocitos T CD4+, fenétipo Thl, e com a ativagdo de macrofagos e
formagdo de granulomas. Ap6s a primo-infecg¢@o por Leishmania, os individuos em geral
desenvolvem imunidade duradoura a re-infec¢do ou reativagdo, a qual pode ser avaliada pela
IDRM (Barral-Netto et al, 1995; Kemp et al 1996).

A LC com linfadenopatia assemelha-se, em muitos aspectos, a tuberculose primaria,
tanto em relagdo ao aspecto morfolégico da lesdo, como pelo acometimento de dois sitios
topograficos (ganglionar e parenquimatoso), como em aspectos clinicoepidemioldgicos, ou
seja, a maioria desenvolve o complexo primario com controle da infec¢do e evolugio para a
cura espontdnea, como documentado em individuos da area endémica do Macico de Baturité,
onde pdde-se recentemente estabelecer uma coorte de individuos IDRM positiva mas sem
historia prévia de leishmaniose ou presenca de cicatriz tipica (Vasconcelos, 1996). Um
contingente importante, entretanto, evoluiu sem controle da infec¢@o, com manifestagdo da
doenga e risco de metastatizagdo para mucosas.

Como a reag@o granulomatosa da linfadenite leishmaniotica pode assemelhar-se muito
a da tuberculose, foi feito pesquisa de BAAR e aplicagio do PPD em todos os casos
estudados. O diagnostico diferencial com a tuberculose deve incluir também a avalia¢do da
intensidade da linfadenite e seu aspecto morfologico, este ultimo podendo decorrer em fungio

de reagdo cruzada ou concomitante com antigeno do Mycobacterium tuberlosis. Nao foi
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detectado BAAR em nenhum linfonodo analisado e dos pacientes que realizaram intradermo-
reagdo para tuberculose, todos foram negativos, com exce¢do de um que apresentou uma
indura¢do de 5mm no PPD, o que possibilitou a exclusdo de possivel reagdo cruzada com
tuberculose.

A apoptose, diferentemente da necrose, caracteriza-se pela condensagéo de cromatina
resultante da fragmentagfo internucleosomial do DNA e consequente formagdo de grumos de
cromatina presos a membrana citoplasmatica e nuclear. A condensag@o citoplasmatica
subsequente leva a formagdo de corpusculos apoptéticos eosinofilicos que sdo reconhecidos e
rapidamente fagocitados por macréfagos da vizinhanga, sem desencadear resposta
inflamatoria (Lovschall & Mosekilde, 1997). A apoptose é uma forma de suicidio celular que
tem sido conservada ao longo da evolugdo dos seres vivos € que exige um mecanismo
bioquimico complexo cujas bases moleculares s6 agora comegam a ser esclarecidas. Em
relagio a resposta imune, a apoptose parece ser um mecanismo importante de
imunorregulagdo, principalmente através da interagdo de certas proteases conhecidas como
caspases com receptores FAS expressos a superficie de linfocitos ativados, principalmente
linfocitos T citotoxicos (Onish et al, 1997). O ligante de FAS (FAS-L) € expresso na
superficie de linfécitos T CD4+ e CD8+ apods ativagdio. Interagio FAS - FAS-L induz
dimerizacgdo das moléculas FAS, associagdo com uma proteina intracitoplasmatica, MORT-1
e, ao final, a apoptose € ativada.

No inicio da linfadenite leishmaniética, quando ainda ndo havia a formagdo de
granulomas, pudemos verificar intensa apoptose, que acometia principalmente as areas de
histiocitose. Nas fases mais tardias do processo, ela foi ainda observada em areas de
histiocitose, mas principalmente a nivel dos centros germinativos. Possivelmente a apoptose
desempenhe importante papel na limitagdo da multiplicagio da Leishmania e na regulagdo da
resposta inflamatoria, principalmente por inibir a secre¢io de citocinas quimiotaticas (IL-8) e
assim menor recrutamento de histidcitos-macrofagos (“safe targets”) (Savill, 1997). Vale a
pena ressaltar que a ocorréncia de apoptose pode ser superior & detectada, dada a rapidez da
cinética do processo apoptotico e a baixa sensibilidade da metodologia adotada neste estudo.

A necrose caseosa e/ou fibrindide verificada por nés na linfadenite leishmanidtica, na
maioria dos casos associada a reagdo granulomatosa, tanto pode indicar como que um
importante fator no controle da infec¢do por mecanismo adquirido de imunidade celular
efetiva, como pode repfesentar um elemento na patogénese da leishmaniose tegumentar.

Alguns pacientes com mais de sete semanas de evolugio apresentaram altos niveis de TNFa,
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superiores aos observados nas sete primeiras semanas (p = 0,03). Estes pacientes ainda
apresentavam extensa necrose, podendo representar uma parcela dos individuos que s6
controlam a linfadenite apos o estabelecimento do tratamento.

De um modo geral, o TNFa funciona como um importante mediador pré-inflamatdrio,
através da ativagdo de células endoteliais, neutréfilos, eosinofilos e células mononucleares.
Além de estimular os fagocitos mononucleares e outros tipos celulares a produzirem citocinas,
incluindo IL-8 e IL-6, o TNFa e outras citocinas de baixo peso molecular que védo
potencializar o efeito microbicida, funcionam também como co-estimuladores para a ativagdo
de linfocitos T auxiliares, os quais podem regular a produgdo de imunoglobulinas por
linfocitos B (Abbas et al, 1991). Por outro lado, uma liberagio excessiva de TNFa solavel
pode ter efeitos catastroficos, como sugerido por Cabrera e cols. (1995), Da Cruz et al (1996),
Wilson e cols. (1997); estes autores mostraram haver uma correlagdo entre o polimorfismo do
promotor do gene de TNFa e gravidade da doenga em pacientes com leishmaniose.

A propodsito da associagdo entre a secregdo de citocinas e a gé€nese do granuloma
assinalamos os experimentos de Amiri et al (1992) nos quais se pdde restaurar inteiramente a
reagdo granulomatosa epitelidide através da administragdo de TNFou em modelo murino de
esquistossomose por S.mansoni utilizando-se camundongos SCID (“severe combined
immunodeficient”).

Outra associagio possivel a ser assinalada foi a da necrose no seio do granuloma e o
TNFa, pois sabe-se que esta citocina, a niveis elevados, induz extensa necrose tumoral e,
eventualmente, de tecidos normais (“reagdo de Shwartzman”). O TNFa pode tanto induzir
apoptose quanto necrose isquémica por coagulagio intravascular na microcirculagéo.

Pacientes com LTA que desenvolvem linfadenopatia apresentam valores médios de
IDRM+ superiores aos que ndo apresentam linfadenopatia (Sousa et al, 1995; Barral et al,
1992). Possivelmente decorrente da maior estimulagdo antigénica a nivel do linfonodo, dando,
assim, origem a um estado de imunidade adquirida mediada por células e, consequentemente,
ao maior nimero de células de memoria. Um fato que corroborou este achado foi o da IDRM
apresentar uma associagdo estatisticamente significante com os niveis de hiperplasia
paracortical (p=0,03), estado reacional representativo da participagdo da resposta imune
celular no controle da infecgdo, assim como os niveis de plasmocitose (p=0,04). Ademais,
pacientes com linfadenopatia demonstram em geral intradermoreagdo cutdnea maior

(sobretudo considerando-se os resultados >15mm) ao antigeno de Leishmania (Teste de
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Montenegro), assim como proliferagdo linfocitaria in vitro apos estimula¢do antigénica, do
que pacientes sem linfadenopatia (Sousa et al, 1995). Todos estes achados sugerem que a
difusdo de L.(V.) braziliensis para os linfonodos satélites é uma das primeiras manifestagoes
da primo-infecgdo na LC por L.(V.) braziliensis e que existe significativa diferenca no perfil
imunocelular da resposta do hospedeiro com relaggo a presenga ou nédo de linfadenopatia.

Assim, o destino final da infec¢do por L.(V.) braziliensis pode ja estar selado pelo
envolvimento ou ndo do tecido linféide proximo ao nddulo cutdneo de inoculagdo, o qual,
como ja observara Gutierrez et al (1992), configura um indice da carga parasitaria no sitio da
lesdo cutinea. Uma possivel ilagdo a ser tirada deste fato é de que a linfadenite leishmanidtica
possa estar & base da baixissima prevaléncia de LCM registrada no estado do Cear4, onde
somente 0,3% dos pacientes com LTA desenvolvem algum tipo de lesdo de mucosa (Sousa et
al, 1995), prevaléncia esta muito baixa quando comparada com outras areas endémicas no
Brasil, como por exemplo a de Trés Bragos- BA cuja prevaléncia fica em torno de 5%
(Marsden et al, 1984). Levando-se em consideragéo o fato da existéncia de uma tnica espécie
dermotrépica endémica de Leishmania no Ceara, a L.(V.) braziliensis, bem como a existéncia
de focos de transmissdo em areas de colonizagio antiga (Vasconcelos, 1996), podemos
postular que a infecgio secundéria dos linfonodos possa representar um tipo especial de
adaptagdo do sistema imune do organismo hospedeiro com expressido clinica bubdnica capaz
de limitar a disseminagdo da L..(V.) braziliensis e consequente visceralizagdo.

Os niveis de TGFf expressos nos linfonodos analisados apresentaram uma tendéncia a
associar-se positivamente com os niveis crescentes de fibrose, sugerindo assim a participagdo
desta citocina com o processo de resolugéo da linfadenopatia.

Merece destaque a ocorréncia de perilinfadenite em 92% dos casos, tendo como
consequéncia a aderéncia de linfonodos adjacentes, e formagdo de massas palpaveis ao exame
fisico.

O estudo da LC em pacientes com acometimento do linfonodo regional tem mostrado
aspectos interessantes. A infec¢@o no linfonodo apresenta-se como uma reagdo auto-limitada,
com aparente controle espontdneo da infec¢do num espago de tempo relativamente curto (9
semanas) (Sousa et al, 1995). Quando se avalia o comportamento da reagdo na pele, a lesdo
tem, em geral, curso indolente, aparentemente com menor indice de cura espontinea. Estudo
realizado na Guatemala mostrou que lesdes causadas por L. braziliensis apresentaram 6% de
cura espontdnea (Herwaldt et al, 1992). Esta forma de leishmaniose parece conter dois

compartimentos com respostas distintas: o linfonodo, com controle da infec¢do e auto-
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resolugdo, e a lesdo cutdnea, aparentemente sem conteng@o da infecgdo na maioria dos
individuos afetados.

Uma perspectiva que se delinea como possivel de melhor compreender a patogénese
da LC por L.(V.) braziliensis seria se proceder a avaliagio comparativa das caracteristicas
imunoldgicas da resposta in situ nos compartimentos que reagem de modo diferente no
mesmo individuo, isto €, no linfonodo, que controla a infec¢do num curto espago de tempo, e
na lesdio cutinea, que aparentemente ndo controla, para que se possa assim detectar as
diferengas basicas entre os dois tipos de resposta. Esta abordagem teria a vantagem de se
dispor do mesmo “background” genético nas duas respostas, evitando-se assim os viéses

decorrentes de caracteristicas genéticas individuais.
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6.CONCLUSOES

A linfadenopatia, observada em pacientes com LC no Estado do Ceara, caracterizou-se

por uma intensa linfadenite cronica em 96%, sendo granulomatosa em 92%;

O quadro da linfadenite granulomatosa caracterizou-se por:

necrose caseosa e/ou fibrindide, assemelhando-se ao da tuberculose

histiocitose sinusal maciga, que assumiu caracteristicas particulares, como o
alargamento e obliteragdo dos seios linfaticos, formando faixas de macréfagos (96%);
exsudagdo histiocitaria com infiltragdo difusa do parénquima por macrofagos isolados
ou em grupamentos (100%);

Os granulomas desorganizados predominaram nas primeiras sete semanas de
evolugdo, enquanto os organizados foram mais frequentes acima de 7 semanas;

Apoptose, foi mais frequente nas 7 primeiras semanas;.

A linfadenite leishmanidtica em seu aspecto histopatologico guardou analogia com o

complexo primério da tuberculose;

A linfadenite leishmanidtica, associou-se estado reacional, predominando a histiocitose

sinusal e hiperplasia paracortical (96%);

A IDRM associou-se positivamente com a intensidade da plasmocitose e hiperplasia

paracortical (p=0,04);

Os linfécitos T CD4+ associaram-se positivamente com os niveis de LT meméria

(p=0,002) e macréfagos (p=0,001);

Houve maior marcagdo de TNFou nos linfonodos com mais tempo de evolugio (p = 0,03).
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8 SUMMARY

Lymphadenopathy has been considered an important clinical manifestation of human
cutaneous leishmaniasis due to Leishmanaia (Viannia) braziliensis in Ceara State-Brazil.

We carried out the histopathological and immunohistochemical analysis of 26 lymph
nodes from 11 confirmed human cases of cutaneous leishmaniasis aiming to better
characterize and clarify the pathogenesis of american cutaneous leishmaniasis.

An intense chronic lymphadenite made up the baseground feature of leishmaniasis
lymphadenopathy (p=0,001), which has showed up in 96 per cent of the cases. This
lymphadenite was predominantly granulomatous (92%) and used to be associated to
sinusoidal histiocytosis (96%) and paracortical hyperplasia (96%). There has still been
noticed a role played by apoptosis and necrosis in, respectively, 88 and 53 per cent of the
lymphadenite cases.

T CD4+ lymphocytes were positively associated with the frequence of T memory
cells (p=0,002) and macrophage (p=0,001); cells expressing TNFo. were more frequently
increased at long-lasting lymphadenitis.

Cutaneous leishmaniasis with concurrent regional lymphadenite showed to be
analogous to the immunopathology of the primary complex of tuberculosis and as a lymph
node reaction it plays an important part in the mechanism that controls cutaneous
leishmaniasis; patients who develop lymphadenopathy present a more effective immune

reaction with spontaneous lymphadenite resolution in 80 per cent of the cases.
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